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Dado o importante papel desempenhado pelos transportadores ATP binding cassete A1 
(ABCA1), G1 (ABCG1), G5 (ABCG5), G8 (ABCG8) e pelo scavenger receptor class B 
type I (SR-BI) para a homeostase corpórea de colesterol e desenvolvimento da 
aterosclerose, este trabalho se propôs a: (i) investigar a relação dos polimorfismos 
rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e 
rs5888 (SCARB1) com gênero, idade e índice de massa corpórea (IMC) e suas interações 
sobre variáveis clínicas e bioquímicas (n=654); (ii) determinar a repercussão destes 
polimorfismos sobre os parâmetros estudados na população total e de forma gênero-
específica (n=590) e (iii) avaliar se os miRNAs hsa-miR-33a e hsa-miR-128a são 
diferencialmente expressos em um subgrupo da população (n=51) e averiguar sua 
associação com as concentrações plasmáticas do colesterol da lipoproteína de alta 
densidade (HDL-C), aterosclerose subclínica e expressão de ABCA1, ABCG1 e SCARB1. 
Para tanto, foram selecionados voluntários normolipidêmicos e assintomáticos, de ambos 
os gêneros, com idade entre 20 e 75 anos. Dados clínicos e antropométricos foram obtidos, 
assim como sangue venoso periférico para as determinações bioquímicas e extração de 
DNA e RNA. O subgrupo de 51 voluntários foi classificado de acordo com HDL-C 
(mg/dL) em hipoalfalipoproteinêmicos (hipo, HDL-C≤39), hiperalfalipoproteinêmicos 
(hiper, HDL-C≥68) e controles (CTL, HDL-C≥40<68) e determinadas a espessura íntimo-
medial das artérias carótidas e proteínas relacionadas ao metabolismo de HDL. 
Determinamos que o rs1893590 interage com a idade e o IMC, modulando as 
concentrações de HDL-C, bem como o tamanho e volume da partícula, sugerindo que este 
pode modificar seu metabolismo e composição. Nas análises comparativas o rs2275543 
apresentou efeitos diferentes, porém benéficos para ambos os gêneros; adicionalmente, o 
rs6720173 determinou um fenótipo lipoproteico proaterogênico no gênero masculino, 
enquanto as variantes rs5888 e rs6544718 repercutiram sobre marcadores de adiposidade 
no gênero feminino. A análise dos cinco polimorfismos nesta população fornece evidências 
de que estes atuam em diferentes vias do metabolismo lipoproteico, e tem na maioria dos 
casos características gênero-específicas. Adicionalmente, a avaliação da expressão de hsa-
miR-33a, hsa-miR-128a, ABCA1, ABCG1 e SCARB1 revelou que os indivíduos hiper 
apresentam um aumento da expressão de ABCA1 e ABCG1 em relação ao grupo CTL, 
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somado a uma redução de 72% na expressão do hsa-miR-33a; em conjunto, estes resultados 
indicam um potencial papel regulatório deste miRNA em indivíduos assintomáticos, 
possivelmente contribuindo para o aumento do efluxo e do transporte reverso de colesterol. 




Given the important role played by ATP binding cassete transporters A1 (ABCA1), G1 
(ABCG1), G5 (ABCG5), G8 (ABCG8) and by scavenger receptor class B type I (SR-BI) 
on body cholesterol homeostasis and atherosclerosis development, this study proposes to: 
(i) investigate the relationship of polymorphisms rs2275543 (ABCA1), rs1893590 
(ABCG1), rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e rs5888 (SCARB1) with gender, age 
and body mass index (BMI) and its interactions with clinical and biochemical variables 
(n=654); (ii) determine the effects of these polymorphisms on the studied parameters in the 
total population and in a gender-specific manner (n=590) and (iii) evaluate if miRNAs hsa-
miR-33a e hsa-miR-128a are differentially expressed in a subgroup of the population 
(n=51) and verify its association with plasma levels of high-density lipoprotein cholesterol 
(HDL-C), subclinical atherosclerosis plus ABCA1, ABCG1 and SCARB1 expression. Thus, 
normolipidemic and asymptomatic volunteers from both genders, with ages ranging from 
20 to 75 years were selected. Clinical and anthropometric data were obtained, as well as 
peripheral venous blood for biochemical determinations plus DNA and RNA extraction. 
The subgroup of 51 individuals was classified according HDL-C (mg/dL) in 
hypoalphalipoproteinemics (hypo, HDL-C≤39), hyperalphalipoproteinemics (hyper, HDL-
C≥68) and controls (CTL, HDL-C≥40<68); then, were determinated the carotid intima-
media thickness and proteins related to HDL metabolism. The polymorphism rs1893590 
interacts with age and BMI, modulating HDL-C levels as well as the particle size and 
volume, suggesting its role on HDL metabolism and composition. Comparative analysis 
demonstrated that rs2275543 has different, but beneficial repercussions in both genders; 
furthermore, rs6720173 determines a pro-atherogenic lipoprotein profile in males, while the 
variants rs5888 and rs6544718 affect positively adiposity markers in females. The analyses 
of the five studied polymorphism in this population provide evidences of its role in several 
pathways of lipoproteins metabolism, in most cases in a gender-specific manner. Moreover, 
the ABCA1, ABCG1, SCARB1, hsa-miR-33a and hsa-miR-128a expression analysis 
revealed that hyper group presents a significant increase of ABCA1 and ABCG1 expression 
in relation to the control group; additionally, hsa-miR-33a decreased by 72%. Together, 
these results indicate a potential regulatory role of this miRNA in asymptomatic 
 x 
 
individuals, probably contributing to increased cholesterol efflux and reverse cholesterol 
transport.  
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1.1 Epidemiologia das doenças cardiovasculares ateroscleróticas 
 
Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), as doenças 
cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de morbidade e mortalidade no 
mundo e foram responsáveis por aproximadamente 17 milhões de mortes no ano de 2008, 
das quais cerca de três milhões ocorreram em indivíduos com idade inferior a 60 anos (1).  
Já o Ministério da Saúde demonstrou que no ano de 2011 as DCVs foram 
responsáveis por 29,4% de todas as mortes registradas no Brasil; ainda, 60% das vítimas 
eram do sexo masculino, com idade média de 56 anos. Estes dados posicionaram o país 
entre os dez com maior índice de morte por doenças cardiovasculares no mundo (2). 
A OMS aponta que nas últimas décadas a morte em decorrência das DCVs tem 
diminuído progressivamente nos países com maior renda, enquanto em países com renda 
baixa a tendência é de aumento. No Brasil há uma tendência de queda de casos de morte 
por DCVs, significativamente maior nas regiões Sudeste e Sul e em indivíduos acima de 60 
anos (3-4). Em 2011, em estudo realizado por Mansur e Favarato observou-se a progressiva 
redução do risco de morte por doença isquêmica do coração e doenças cerebrovasculares, e 
esta foi significativa para todas as faixas etárias analisadas (5). Apesar disso, ainda há uma 
necessidade inerente de estratificar o risco cardiovascular individual, a fim de prevenir 
adequadamente a maioria dos eventos fatais e não fatais; para tanto, faz-se necessário 
compreender os mecanismos que levam a estes eventos, conforme detalhado a seguir.  
 
1.2 Fatores de risco e fisiopatologia da aterosclerose 
 
A aterosclerose é principal processo subjacente às doenças cardiovasculares cuja 
manifestação clínica pode ocorrer como doenças isquêmicas cardíacas, cerebrovasculares e 
vasculares periféricas.  
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Estudos epidemiológicos realizados nos últimos anos revelaram numerosos fatores 
de risco para o desenvolvimento da aterosclerose; entre eles, destacam-se fatores 
comportamentais como o tabagismo, a inatividade física, a dieta rica em sódio e gorduras e 
o consumo abusivo de bebidas alcoólicas, entre outros.  Além disso, a idade, o gênero e o 
histórico familiar positivo de doença aterosclerótica coronariana (DAC) prematura são 
também considerados fatores clássicos e independentes na predição clínica e subclínica de 
risco cardiovascular (6-7). 
Outros fatores de risco para a doença aterosclerótica estão diretamente ligados à 
pandemia mundial de doenças metabólicas, como a hipertensão arterial sistêmica, o 
diabetes mellitus tipo 2 e a síndrome metabólica, condições intimamente ligadas ao 
sobrepeso e obesidade (6). Muitas destas condições são associadas a alterações lipídicas, ou 
dislipidemias, caracterizadas pelo aumento ou redução das concentrações de colesterol 
circulante na forma de lipoproteínas.  
As dislipidemias, de fato, são proeminentes fatores de risco, sendo que o papel do 
colesterol plasmático na iniciação da lesão foi sugerido em 1913 por Nikolai Anitschkow 
(8). Posteriormente, os conceitos foram refinados com a descoberta da prevalência da 
lipoproteína de baixa densidade (LDL), rica em colesterol, nas lesões e condições 
relacionadas. 
O desenvolvimento das lesões ateroscleróticas ocorre progressivamente, 
constituindo um processo inflamatório crônico decorrente de um conjunto complexo de 
fatores interligados. Dentre estes, a disfunção endotelial, caracterizada pela redução da 
disponibilidade de vasodilatadores (como o óxido nítrico) e aumento da produção de 
vasoconstritores, tem sido apontada como um importante aspecto para o início da 
aterogênese (9). Além dos diversos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 
disfunção endotelial na presença de fatores de risco, as células endoteliais vasculares 
também estão sujeitas a ação de forças físicas, como o cisalhamento laminar do sangue, que 
afeta diretamente sua morfologia. Em locais da artéria onde o fluxo é uniforme e laminar, 
as células tem formato uniforme e estão alinhadas na direção do fluxo. Por outro lado, 
células presentes em regiões de bifurcação ou curvatura, onde o fluxo é irregular, tem 
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formato poligonal e nenhuma orientação em particular; nessas áreas, ocorre um aumento na 
permeabilidade às lipoproteínas (10). 
A infiltração de lipoproteínas aterogênicas e o espessamento da camada íntima 
arterial podem ser detectados a partir da infância e progridem durante a adolescência e fase 
adulta (11). Após o processo de entrada destas lipoproteínas, em especial a LDL, estas 
tendem a permanecer retidas no espaço subendotelial, devido à interação entre as 
proteoglicanas presentes na matriz e a apolipoproteína B (apo B) (12). Uma vez retidas, as 
lipoproteínas ficam expostas a uma série de agentes oxidantes, como as espécies reativas de 
oxigênio (ânions superóxido e peroxinitritos), metais de transição (ferro e cobre) e enzimas 
(mieloperoxidades e lipooxigenases) que levam às modificações físico-químicas tais como 
oxidação, lipólise, proteólise e agregação (13).  
Em especial, a LDL oxidada apresenta uma série de propriedades que evidenciam 
seu papel no desenvolvimento da aterosclerose (14). Durante o processo de oxidação, as 
cadeias poli-insaturadas presentes nas frações lipídicas (colesterol esterificado, fosfolípides 
e triglicérides) são rompidas e produzem uma variedade de fragmentos menores, incluindo 
aldeídos e outras espécies altamente reativas, caracterizando a partícula de LDL 
minimamente oxidada e constituindo a LDL oxidada. Estas espécies lipídicas produzidas 
podem se conjugar aos resíduos de aminoácidos da apolipoproteína B100 (apo B100), 
conferindo à partícula um aumento de carga negativa e reatividade a vários receptores 
expressos em macrófagos como o LOX-1 (do inglês, lectin-like oxLDL receptor), CD-36 
(do inglês, cluster of differentiation 36), SR-A (do inglês, scavenger receptor A) entre 
outros (15-16).  
A ligação entre a LDL oxidada e os receptores scavenger de macrófagos presentes 
no espaço subendotelial estimula a produção de ânions superóxido, reduzindo o conteúdo 
local de óxido nítrico necessário à vasodilatação. Também é estimulada a produção de 
quimiocinas como o MCP-1 (do inglês, monocyte chemoattractant protein-1), somado ao 
aumento de expressão de moléculas de adesão vascular como a ICAM-1 (do inglês, 
intercellular adhesion molecule 1), P-selectinas, E-selectinas e VCAM-1 (do inglês, 
vascular cell adhesion molecule 1). Em conjunto, estes fatores promovem o recrutamento, 
adesão e infiltração de monócitos na camada íntima, que se diferenciam em macrófagos 
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frente à presença de M-CSF (do inglês, macrophage colony-stimulating factor). Assim, os 
macrófagos expressam os receptores scavenger que promovem a captação da LDL oxidada, 
caracterizando a formação das células espumosas, ou “foam cells” (17). 
As células espumosas formadas são os indicadores do processo inflamatório na 
parede arterial. Inicialmente elas se acumulam na camada íntima, e o progressivo aumento 
de camadas de células espumosas promove a formação das estrias gordurosas, lesões 
macroscópicas iniciais da aterosclerose (18).  
Fatores de crescimento como o PDGF (do inglês, platelet-derived growth factor), 
FGF (do inglês, fibroblast growth factor) e IGF (do inglês, insulin-like growth factor) 
estimulam a proliferação e migração das células da musculatura lisa para o local da lesão, 
onde passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e matriz extracelular cuja 
composição em tecido conjuntivo denso, proteoglicanos, fibras colágenas e células 
musculares lisas constituem a capa fibrosa das placas ateroscleróticas. Na placa 
estabelecida, também designada fibroateroma, é comum a presença de um núcleo lipídico 
necrótico, principalmente devido a apoptose e necrose das células espumosas e das células 
musculares lisas  (18-19). 
A estabilidade da capa fibrosa que protege o núcleo necrótico é critica para a 
manutenção da integridade da lesão. As placas vulneráveis, ou instáveis, apresentam uma 
diminuição na quantidade de células musculares lisas e colágeno na matriz extracelular, 
formando assim uma fina capa fibrosa sobre um grande núcleo necrótico com aumentada 
atividade inflamatória local. Estas características levam a ruptura ou fissura da capa fibrosa 
e ocorre em 60-75% de casos de morte súbita (20). 
Outros fatores contribuem para o rompimento da capa fibrosa; entre eles, o 
enfraquecimento mecânico é um passo importante que precede a ruptura da placa e os 
eventos trombóticos secundários. As mudanças estruturais na capa fibrosa são 
caracterizadas pela intensa ação de proteases, em especial as metaloproteinases (MMP-8, 
MMP-9 e MMP-12), que degradam a matriz extracelular e estão diretamente 
correlacionadas à instabilidade da placa e risco de eventos coronarianos agudos (21). Outro 
fator que pode contribuir para o enfraquecimento da placa é o processo de 
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neovascularização, que geralmente resulta em hemorragias e formação de trombos dentro 
da placa (22-23).  
Estudos em placas ateroscleróticas de aorta humana evidenciaram que a 
progressão de uma lesão estável a instável está associada ao conteúdo de colesterol livre e 
colesterol esterificado, além da proporção entre estes dois compostos do núcleo necrótico 
(24). A cristalização do colesterol livre promove uma expansão de volume significante, 
possivelmente promovendo a força subjacente para iniciar as fissuras ou rupturas da capa 
fibrosa (25-26). 
Os eventos agudos coronarianos são em sua maioria causados pela formação de 
trombos, em consequência à ruptura da placa ou por hemorragias locais. A magnitude da 
resposta ao trombo é variável, dependendo principalmente da trombogeneicidade do 
material exposto, das forças hemodinâmicas locais e da propensão sistêmica a eventos 
trombóticos (27). 
Nos últimos anos o entendimento da fisiopatologia da aterogênese tem sido um 
dos principais objetivos na pesquisa sobre os eventos cardiovasculares e sua prevenção. 
Entretanto, os mecanismos complexos subjacentes à desestabilização da placa e sua ruptura 
lançaram uma busca de métodos para identificar placas com alto risco a complicações 
trombóticas (28-30). Somado a isso, existem grandes esforços a fim de identificar e 
estratificar os indivíduos assintomáticos ou não que tem aterosclerose, o que é crucial para 
a prevenção efetiva e a adoção de metas terapêuticas individuais (31). 
Apesar dos recentes avanços na identificação de novos fatores de risco e/ou 
biomarcadores da doença aterosclerótica, estudos clássicos como o de Framingham (32) e o 
MRFIT (do inglês, Multiple Risk Intervention Trial) (33) demonstraram que a 
hipercolesterolemia acelera o desenvolvimento da aterosclerose, enquanto outros estudos 
clínicos de prevenção primária e secundária comprovaram que os tratamentos 
farmacológicos hipolipemiantes reduzem significativamente o risco de doença 
cardiovascular (34-38). Assim, embasadas em um grande número de estudos 
epidemiológicos, as atuais diretrizes apontam novas perspectivas em relação ao tratamento 
para a redução das concentrações de LDL-C (colesterol da lipoproteína de baixa densidade) 
e de não HDL-C (colesterol da lipoproteína de alta densidade) (39-40), reforçando a 
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importância do conhecimento sobre o metabolismo das lipoproteínas plasmáticas, sua 
regulação e seu impacto sobre as doenças cardiovasculares ateroscleróticas. 
 
1.3 Metabolismo de lipoproteínas plasmáticas: via intestinal e via hepática 
 
As lipoproteínas plasmáticas são complexos micelares, compostas primariamente 
por lípides polares e apolares solubilizados por proteínas com estrutura e função específica, 
denominadas apolipoproteínas. A monocamada externa de lípides é composta 
principalmente de fosfolípides anfipáticos (polares) e colesterol não esterificado, ambos 
estabilizados pelas apolipoproteínas associadas. O núcleo hidrofóbico, por sua vez, contém 
moléculas de colesterol esterificado e triglicérides (41).  
As principais lipoproteínas presentes no plasma humano podem ser classificadas 
de acordo com seu tamanho, densidade, composição apolipoproteica, mobilidade 
eletroforética e função; são elas: quilomícrons, VLDL (lipoproteína de muito baixa 
densidade), IDL (lipoproteína de densidade intermediária), LDL e HDL (lipoproteína de 
alta densidade), esta última será abordada mais detalhadamente em capítulos posteriores.  
O metabolismo de lipoproteínas ocorre em duas vias principais, a intestinal e 
hepática. Na via intestinal (figura 1) os lípides provenientes da dieta (representados em 
maior parte por triglicérides) são hidrolisados pelas lipases gástrica, intestinal e pancreática 
em ácidos graxos livres, mono e diglicerídeos. Os sais biliares da luz intestinal solubilizam 
esses lípides em estruturas lamelares denominadas micelas, o que facilita sua 
movimentação nas bordas dos enterócitos, onde está localizado na membrana apical a 
proteína NPC1L1 (do inglês, Niemann-Pick C1 Like 1), que facilita o transporte de esteróis 
da luz intestinal para o interior da célula (42). Além da NPC1L1, os transportadores 
ABCG5 e ABCG8 (do inglês, ATP binding cassete transporters G5 e G8), formam 
heterodímeros e promovem a excreção de colesterol e fitoesteróis na luz intestinal, 
contribuindo ativamente para a regulação do transporte de colesterol nos enterócitos (43).  
Nos enterócitos os lípides são esterificados por meio da atividade da enzima 
ACAT2 (Acilcolesterol Acil Transferase 2), presente no retículo endoplasmático (44). 
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Somado a isso, a proteína de transferência microssomal (MTP) transfere triglicérides e 
fosfolípides para o interior do retículo, promovendo a conjugação destes ao colesterol 
esterificado e apolipoproteínas nascentes (neste caso a apolipoproteína B-48, 
obrigatoriamente) (45). Estas estruturas formadas são transportadas ao aparelho de Golgi na 
forma denominada quilomícrons.  
 
 
Figura 1. Via intestinal do metabolismo de lipoproteínas. A formação das partículas de quilomícrons ocorre a partir 
dos lípides da dieta, em especial os triglicérides. Após a hidrólise destes lípides, os sais biliares promovem a formação das 
micelas, que facilitam o transporte dos lípides para os enterócitos via proteína NPC1. No retículo endoplasmático a 
ACAT2 esterifica estas moléculas, enquanto a MTP conjuga estes a triglicérides, fosfolípides e apolipoproteína B-48. As 
partículas formadas são transportadas ao aparelho de Golgi e secretados na linfa, atingindo a circulação sanguínea por 
meio do ducto torácico. Além disso, os transportadores ABCG5 e ABCG8 formam heterodímeros para realizar a excreção 
de colesterol e de fitoesteróis na luz intestinal. Imagem adaptada de (57-58). 
Os quilomícrons são secretados na linfa e posteriormente na circulação sanguínea 
por meio do ducto torácico. Nos capilares extra-hepáticos são convertidos a partículas 
remanescentes, entretanto ainda ricas em triglicérides, por meio da lipólise promovida pela 
atividade da lipoproteína lipase (LPL). Os quilomícrons remanescentes são removidos da 
circulação pelo fígado por meio dos receptores celulares B e E (ou receptores de LDL, 
LDLR), em um processo intermediado pelo enriquecimento das partículas remanescentes 
em apolipoproteína E (apo E); ainda, os remanescentes também podem ser captados pelo 
 8 
 
fígado via receptores E, proteína análoga ao receptor de LDL (LRP) e receptores tipo ɑ2-
macroglobulina (46-47). Assim, os componentes lipídicos dos remanescentes podem ser 
utilizados para a formação de VLDL, iniciando o metabolismo de lipoproteínas da via 
hepática. 
As partículas de VLDL produzidas variam em tamanho e composição e podem ser 
separadas em duas classes: a VLDL1, com maior conteúdo de triglicérides e a VLDL2, 
menor e mais densa. Sua formação ocorre em etapas distintas; na primeira, a apo B100 é 
lipidada no retículo endoplasmático com auxílio da MTP, formando as partículas menores 
de pré-VLDL. Na segunda etapa, estas partículas são conjugadas a uma grande quantidade 
de lípides, formando as partículas maduras, enriquecidas principalmente em triglicérides 
(48). Portanto, a formação e secreção de VLDL é um processo complexo, cuja regulação 
envolve primariamente a produção do seu maior componente estrutural (apo B100), a 
disponibilidade de lípides para a formação da monocamada externa e do núcleo lipídico 
(colesterol livre, fosfatidilcolina, triglicérides e colesterol esterificado) e a atividade da 
proteína MTP.  
A VLDL produzida no fígado é secretada na circulação periférica, onde as 
moléculas de triglicérides de sua constituição são substrato para a LPL, enzima 
primariamente estimulada pela presença de apolipoproteína CII (apo CII) e inibida pela 
apolipoproteína CIII (apo CIII) (49-50). Os ácidos graxos advindos da lipólise de VLDL 
são redistribuídos para os tecidos, onde podem ser armazenados (no caso do tecido adiposo) 
ou utilizados (principalmente no músculo esquelético); ainda, as partículas de VLDL 
depletadas em triglicérides trocam apo CII e apo E com as partículas de HDL da circulação, 
sendo então formada a lipoproteína de densidade intermediária, IDL. As partículas de IDL 
também são substrato para a atividade da LPL e da lipase hepática (LH), formando a 
partícula de LDL (51). 
Assim, como mostrado na figura 2, ao final da cascata metabólica da via hepática 
é formada a LDL, uma partícula bastante enriquecida em colesterol esterificado, contendo 
apenas uma quantidade residual de triglicérides; ainda, mantém o principal componente 
proteico (apo B100) advindo da VLDL. De forma geral, constitui a fração de lipoproteínas 
que é responsável pelo fornecimento de colesterol aos tecidos periféricos. Partículas de 
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LDL têm meia vida relativamente longa (aproximadamente três dias), provavelmente 
devido à ausência de apolipoproteínas ativadoras de lipases em sua estrutura, bem como 
pela estabilidade promovida pelo maior conteúdo de colesterol esterificado (52). 
Aproximadamente 75% das partículas circulantes de LDL são removidas pelo 
fígado, primariamente pelo LDLR, uma glicoproteína de membrana que está presente em 
associação com a proteína clatrina (53). Após a interação entre a partícula de LDL e o 
LDLR, a clatrina reveste a vesícula endocítica formada, conferindo estabilidade até a 
formação do complexo endossomal tardio. Assim, o colesterol esterificado presente na 
LDL é hidrolisado pela enzima colesteril-éster hidrolase ácida (54). Há um trânsito 
contínuo de colesterol para as diversas organelas intracelulares e para a membrana 
plasmática, incluindo domínios específicos como as cavéolas (55). 
No meio intracelular, o colesterol livre é convertido a colesterol esterificado pela 
ação da ACAT (Acilcolesterol Acil Transferase), favorecendo seu armazenamento no 
citosol sob a forma de gotículas; assim, a ACAT previne a distribuição irregular de 
colesterol livre nas membranas intracelulares, que consiste em um importante fator 
citotóxico (44). Adicionalmente, parte do colesterol livre pode ser oxidado, levando a 
formação dos óxidos de colesterol, moléculas que se ligam preferencialmente a receptores 
nucleares que controlam a transcrição de genes envolvidos no metabolismo celular e 
plasmático de lípides. Em especial, os óxidos de colesterol regulam a transcrição de genes 
como a ACAT, HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril Coenzima A redutase), receptores 
de LDL e receptores de HDL, estabelecendo assim um equilíbrio constante entre as 




Figura 2. Sumário do metabolismo de lipoproteínas da via intestinal e da via hepática. Os quilomícrons são formados 
a partir da absorção dos lípides da dieta no intestino; na circulação, a lipoproteína lipase (LPL) promove a hidrólise de seu 
conteúdo em triglicérides, formando quilomícrons remanescentes e disponibilizando ácidos graxos livres para o 
suprimento energético dos tecidos adiposo e muscular. O fígado produz as partículas de VLDL (lipoproteína de muito alta 
densidade), que na circulação são remodeladas a IDL (lipoproteína de densidade intermediária) e LDL (lipoproteína de 
baixa densidade) pela ação das enzimas lipoproteína lipase e lipase hepática. Essas partículas são recapturadas pelo fígado 
por meio dos receptores B/E (ou receptores de LDL - LDLR). Imagem adaptada de (57-58).    
 
Alterações no metabolismo lipídico determinam as dislipidemias, que de acordo 
com a sua etiologia podem ser classificadas em primárias, como resultado de alterações 
genéticas, ou secundárias, quando desencadeadas por outras doenças, intervenções 
medicamentosas e fatores ambientais. 
Por exemplo, o acúmulo de partículas de quilomícrons e/ou VLDL no plasma 
caracteriza a hipertrigliceridemia, um reconhecido preditor significante de doenças 
cardiovasculares (59), e ocorre primariamente devido à diminuição da hidrólise de 
triglicérides de quilomícrons e/ou VLDL pela LPL e/ou pelo aumento da síntese hepática 
de VLDL. As hipertrigliceridemias são tipicamente multigênicas, resultando de efeitos 
cumulativos tanto de variantes raras quanto de variantes comuns em mais de 30 genes. 
 11 
 
Somado a estes fatores, a hipertrigliceridemia é exacerbada por fatores não genéticos, já 
que tanto no estado pós-prandial quanto no jejum o aumento da trigliceridemia é uma 
característica comum à síndrome metabólica, diabetes mellitus, obesidade e consumo 
exagerado de bebidas alcoólicas (60).  
Já o acúmulo de lipoproteínas ricas em colesterol como a LDL resulta em uma 
condição denominada hipercolesterolemia, que é condicionada pela quantidade de 
receptores para esta lipoproteína nos tecidos, principalmente no fígado. Por exemplo, a 
hipercolesterolemia familial, uma doença monogênica que resulta em LDL-C elevada e 
aumento de risco de doença cardiovascular prematura é em 80% dos casos resultado de 
mutações no gene do LDLR; ainda, mutações no gene da apoB ou da PCSK9 (do inglês, 
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) podem contribuir para este fenótipo extremo 
(61-63). Além disso, fenótipos comuns de hipercolesterolemia, caracterizados por LDL-C 




A HDL compreende um conjunto altamente heterogêneo de partículas 
lipoproteicas que diferem entre si em densidade, tamanho, carga de superfície e composição 
lipídico-proteica. Sólidos estudos epidemiológicos demonstraram que o conteúdo de 
colesterol da partícula, ou HDL-C, é inversamente correlacionado ao risco de doença 
cardiovascular aterosclerótica; de fato, a HDL se distingue das lipoproteínas que contém 
apo B pela sua capacidade de exercer um amplo espectro de atividades funcionais 
consideradas antiaterogênicas (65). Frente à complexidade envolvendo a relação entre as 
concentrações de HDL, sua função e o risco cardiovascular, serão abordados a seguir 
alguns aspectos relacionados às propriedades físico-químicas da HDL, bem como seu 
metabolismo e funções biológicas; ainda, as bases primárias e secundárias da regulação de 





1.4.1 Estrutura, composição proteico-lipídica e heterogeneidade 
 
As partículas de HDL compreendem o conjunto de lipoproteínas com tamanho 
variando entre 8 e 12nm e densidade entre 1.063 e 1.21g/mL. Seu formato varia entre 
complexos discoidais e esféricos, compostos predominantemente de lípides polares 
solubilizados por apolipoproteínas, em especial as apolipoproteínas A-I (apo A-I) e A-II 
(apo A-II). Adicionalmente, as partículas de HDL contêm outras proteínas não estruturais, 
que incluem enzimas e proteínas de fase aguda da inflamação (65).  
Deste modo, as partículas de HDL são altamente heterogêneas em relação as suas 
propriedades físico-químicas, em parte devido ao contínuo remodelamento intravascular 
promovido pela ação de vários fatores, entre eles proteínas estruturais da partícula, 
transportadores de membrana, enzimas, receptores e proteínas de transferência de lípides. 
Por exemplo, a estrutura dinâmica da apo A-I permite à molécula adotar diferentes 
conformações (discoidal ou esférica) em função da quantidade de moléculas lipídicas 
associadas (66). Os mecanismos envolvidos na variação estrutural da apo A-I, e 
consequentemente no diâmetro da HDL, promovem movimentos específicos conduzidos 
pela interação proteína-fosfolípides (67). Adicionalmente, o tamanho das partículas 
formadas a partir da interação entre a apo A-I e o transportador celular ABCA1 (do inglês, 
ATP binding cassete transporter A1) é determinado pela estabilidade da hélice N-terminal e 
hidrofobicidade do domínio C-terminal da apo A-I (68).  
A heterogeneidade da HDL pode ser determinada por diferentes métodos, como 
ultracentrifugação, eletroforese, ressonância magnética nuclear, entre outros. Quando 
fracionada por ultracentrifugação sequencial a HDL humana é separada principalmente em 
HDL2 (d= 1.063 – 1.125g/mL) e HDL3 (d= 1.125 – 1.21g/mL). Já os métodos de 
eletroforese e ultracentrifugação por gradiente de densidade permitem a separação da HDL 
em cinco subpopulações de tamanho decrescente (HDL2a, 2b, 3a, 3b e 3c) (65). 
Com base na composição em apolipoproteínas, as partículas de HDL podem ser 
classificadas por conter apenas apo A-I (LpA-I) ou apo A-I e A-II (LpA-I/A-II), sendo que 
a apo A-I é distribuída quase que igualmente entre estas duas classes (69). Outra importante 
subpopulação da HDL é formada pelas partículas que contém apo E, pois esta 
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apolipoproteína facilita a expansão do núcleo lipídico promovendo a formação de partículas 
de grande diâmetro enriquecidas em colesterol esterificado com capacidade de se ligar ao 






Figura 3. Heterogeneidade da HDL. As subpopulações de HDL diferem principalmente em relação ao seu (A) formato, 
(B) densidade e tamanho, (C) composição em apolipoproteínas e (D) mobilidade eletroforética. Imagem adaptada de (58, 
65, 71).   
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A composição química da partícula é determinante para as suas atividades 
biológicas. Quanto à composição em lípides, a HDL apresenta uma monocamada externa 
formada principalmente por fosfolípides e colesterol não esterificado, enquanto o núcleo é 
composto de lípides neutros como colesterol esterificado e triglicérides. Os fosfolípides são 
quantitativamente predominantes (20-30%), e a fosfatidilcolina e esfingomielina são 
encontradas em maior proporção (72). Junto aos fosfolípides, esteroides como o colesterol 
não esterificado estão localizados na monocamada externa e regulam a sua fluidez. Outros 
esteróis estão presentes em menor proporção, como os oxiesteróis (27-hidroxicolesterol, 
24-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol, por exemplo) (73). O colesterol esterificado 
presente no interior da partícula de HDL (14-18% do total lipídico) é formado em 
decorrência da atividade da LCAT (do inglês, lecithin cholesterol acyltransferase), 
enquanto as moléculas de triglicérides são derivadas das lipoproteínas contendo apo B, 
como resultado da atividade da CETP (do inglês, cholesteryl ester transfer protein). 
Outros lípides presentes em menor proporção na partícula de HDL foram 
identificados, como os diacilgliceróis, monoacilglicerídeos, ácidos graxos livres, 
glicoesfingolipídeos e lisoesfingolípideos (74). Em relação aos lisoesfingolípideos, a 
esfingosina 1-fosfato (S1P) é de especial interesse, uma vez que pode funcionar como um 
ligante para a família de proteínas G sinalizadoras presentes em células endoteliais e células 
da musculatura lisa, que por sua vez regulam a proliferação e motilidade celular, apoptose e 
angiogênese. Aproximadamente 85% do S1P do plasma são transportados pela partícula de 
HDL, o que garante a sua biodisponibilidade; ainda, o conteúdo de S1P na HDL pode 
mediar à atividade antiapoptótica da partícula, por meio do estímulo a maior produção de 
óxido nítrico e a melhora da sobrevida das células endoteliais (75-76).  
Estudos de lipidômica têm revelado novos aspectos sobre a composição lipídica da 
HDL; cerca de 160 moléculas lipídicas foram identificadas na HDL isolada de indivíduos 
saudáveis (72). A aplicação desta tecnologia no estudo das doenças cardiovasculares tem 
possibilitado a identificação de potenciais biomarcadores e desenvolvimento de novas 
estratégias terapêuticas (77).  
Entre os componentes proteicos destacam-se as apolipoproteínas, enzimas, 
proteínas de transferência de lípides e proteínas menores. Com relação às 
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apolipoproteínas, a apo A-I corresponde a aproximadamente 70% do total de proteínas, 
sendo o principal componente estrutural e funcional da partícula (78-79).  A apo A-II, por 
outro lado, corresponde de 15 a 20% do proteoma da HDL; apesar disso, seu papel 
fisiopatológico ainda é controverso (80). Outras apolipoproteínas presentes em menor 
proporção podem ser transferidas entre a HDL e VLDL, entre elas as apolipoproteínas E, 
CI, CII e CIII, que participam de importantes aspectos do metabolismo lipoproteico como a 
ativação de enzimas e regulação de seu clearance plasmático (81-83). 
 Dentre as enzimas que compõem o proteoma da HDL, a LCAT é uma das três 
enzimas conhecidas pelo seu papel na esterificação do colesterol; como as demais são 
intracelulares (ACAT1 e ACAT2) (44), a LCAT contribui significativamente para as 
concentrações de colesterol esterificado detectado nas lipoproteínas plasmáticas. A sua 
atividade catalítica sobre o colesterol não esterificado depende primariamente da interação 
com a apo A-I, tendo um impacto direto sobre o metabolismo lipoproteico por meio do seu 
papel-chave na maturação da partícula de HDL e no transporte reverso de colesterol (84).  
Adicionalmente, a paraoxonase 1 (PON1) é uma enzima com atividade de 
esterase, cálcio-dependente, presente na circulação quase que exclusivamente associada a 
HDL por meio da interação com a apo A-I, concomitante à interação com os fosfolípides da 
superfície (85). A PON1 catalisa a hidrólise de diferentes substratos, como a homocisteína 
tiolactona, fosfolípides oxidados, ácidos graxos poli-insaturados e peróxidos lipídicos (86). 
Assim, algumas das propriedades antiaterogênicas da HDL são atribuídas a sua associação 
com a PON1, já que sua atividade promove a proteção celular e lipoproteica contra o 
estresse oxidativo (87).  
A PAF-AH (do inglês, platelet-activating factor acetylhydrolase), também 
conhecida como LpPLA2 (do inglês, lipoprotein-associated phospholipase A2) é uma 
enzima cálcio-dependente, responsável pela degradação do fator de ativação plaquetária, 
permitindo assim regular a sua atividade. Ainda, esta enzima associada a HDL hidrolisa 
componentes pró-inflamatórios como fosfolípides oxidados de cadeia curta, contribuindo, 
portanto para a propriedade anti-inflamatória da HDL (88).  
A partícula de HDL também transporta em sua estrutura proteínas de 
transferência de lípides, como a PLTP (do inglês, phospholipid transfer protein), 
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responsável pela troca de fosfolípides e outras espécies lipídicas entre diferentes classes de 
lipoproteínas. Adicionalmente, a PLTP é capaz de converter as partículas de HDL esféricas 
tanto em partículas maiores quanto menores, uma vez que o remodelamento promovido 
pela proteína é acompanhado pela dissociação de partículas de apo A-I pobre em lípides e 
apo A-II (89). Já a CETP é uma glicoproteína hidrofóbica sintetizada no fígado que é 
excretada no plasma onde promove a ligação e transferência de lípides (colesterol 
esterificado, triglicérides e fosfolípides) entre as partículas de HDL e partículas que contém 
apo B (LDL e VLDL) (90-91). A deficiência de CETP resulta em concentrações elevadas 
de HDL-C no plasma; já a partícula de HDL característica a esta condição tem maior 
diâmetro devido ao acúmulo de colesterol esterificado em seu interior (92-93).  
Dentre as proteínas menores associadas a HDL, destacam-se as proteínas de fase 
aguda da inflamação, como o soro amiloide A. Esta proteína é sintetizada primariamente no 
fígado em resposta ao estímulo promovido por citocinas como o fator de necrose tumoral ɑ 
(TNFɑ) e as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (94). Durante a resposta de fase aguda da 
inflamação, o soro amiloide A se torna o principal componente proteico da HDL, uma vez 
que desloca e substitui a apo A-I; este processo, por sua vez, afeta diretamente a função da 
partícula, alterando suas características antiaterogênicas (95-97).  
Avanços recentes na tecnologia de espectrometria de massas melhorou 
significativamente o entendimento a respeito da diversidade do proteoma da HDL; 
dependendo do método de isolamento da partícula, foi possível identificar até 89 diferentes 
proteínas envolvidas em vias do sistema complemento, na função imune, inibidores de 
proteases e proteínas de fase aguda da inflamação (98-99). Além disso, as análises de 
proteômica das cinco subfrações de HDL de indivíduos normolipidêmicos revelaram 
diferentes padrões de distribuição dos componentes proteicos; por exemplo, na fração de 
HDL3c é predominante a presença das apolipoproteínas A-I, J, M e de PON1, PLTP e 
PAF-AH, enquanto na fração de HDL2 são encontradas em maiores proporções as 






1.4.2 Metabolismo  
 
As vias envolvidas no metabolismo da HDL são intermediadas pela natureza 
dinâmica da molécula de apo A-I, que é capaz de adotar uma série de conformações 
estruturais a fim de ligar uma quantidade variável de lípides. Os principais processos da 
formação e remodelamento da partícula estão apresentados na figura 4 e descritos a seguir. 
A produção dos precursores de HDL (apo A-I “lipid-free”, apo A-I pobre em 
lípides e/ou pré-β HDL) ocorre principalmente no fígado e no intestino. Ainda, estes podem 
ser disponibilizados como fragmentos produzidos por meio da lipólise das lipoproteínas 
ricas em triglicérides (VLDL e quilomícrons) ou gerados a partir do remodelamento 
promovido pela PLTP (102). 
A partícula nascente de HDL é instável e rapidamente adquire lípides; este 
processo inicial ocorre nas membranas celulares por meio do efluxo de colesterol e 
fosfolípides, realizado pelo transportador ABCA1, formando as partículas discoidais, pobre 
em lípides (103-104). As partículas continuam adquirindo lípides celulares por meio de 
ABCA1, ABCG1 (do inglês, ATP binding cassete transporter G1) e SR-BI (do inglês, 
scavenger receptor class B type I) (105). Os mecanismos envolvidos na atividade destes 
transportadores e do receptor SR-BI no metabolismo e biogênese da HDL serão detalhados 
posteriormente. Concomitante ao enriquecimento em lípides, a LCAT promove a 
esterificação do colesterol livre; o colesterol esterificado formado, altamente hidrofóbico, é 
realocado para o interior da partícula. São formadas, portanto, as partículas esféricas de 
HDL, HDL3 e HDL2 (106).  
A HDL2 pode ser convertida a HDL3 por diferentes vias, mas principalmente por: 
i) atividade da CETP; ii) captação seletiva do colesterol esterificado pelo receptor SR-BI 
nos hepatócitos e tecidos estereiodoigênicos e iii) hidrólise do núcleo lipídico promovido 
pelas lipases hepática (LH) e endotelial (LE). Quando a CETP promove a troca equimolar 
entre triglicérides das lipoproteínas que contém apo B (VLDL e LDL) e o colesterol 
esterificado da HDL são formadas as HDLs ricas em triglicérides, que são substrato para a 
lipase hepática, formando partículas menores. A ação conjunta entre CETP e lipase 
hepática promove a redução do diâmetro da HDL e a formação de partículas pobre em 
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lípides, que por sua vez podem interagir com o ABCA1, caracterizando um novo ciclo de 
formação de HDL madura (107).  
Em relação ao catabolismo da partícula, a apo A-I e apo A-II tem meia vida de 4 a 
5 dias (108), sendo removidas da circulação principalmente pelo fígado e pelos rins. Neste 
último, a filtração glomerular impede o acesso de partículas maduras, enquanto os 
receptores cubilina e megalina ligam as partículas livres ou pobres em lípides (109). Este 
processo influencia o metabolismo da HDL, uma vez que a taxa do clearance de apo A-I 
afeta diretamente as concentrações de HDL-C no plasma (110). 
Adicionalmente, o colesterol associado à partícula é removido pelo fígado por 
meio dos receptores SR-BI, sendo secretado na bile para excreção fecal (111-112).  O 
colesterol esterificado derivado da HDL é hidrolisado no meio intracelular pela enzima 
colesterol esterificado hidrolase (113); o colesterol livre produzido é utilizado na síntese 
dos ácidos biliares ou secretado diretamente na bile, em processos regulados pelos 
transportadores ABCG1, ABCG5/ABCG8, ABCB11 e ABCB4 (do inglês, ATP binding 
cassete transporter B11 e B4) (111). 
As partículas de HDL podem ser removidas da circulação por “holoparticle HDL 
receptors” ou HDLR nos hepatócitos; a HDL internalizada pode ser degradada por 
lisossomos ou, em menor proporção, ser novamente secretada pelas células (114-115). 
Finalmente, as partículas de HDL contendo apo E podem ser removidas da circulação por 













Figura 4. Biogênese e remodelamento intravascular da HDL. (A) a apo A-I é sintetizada no fígado e intestino delgado. 
As partículas precursoras pobre em lípides podem ser produto da lipólise de VLDL e quilomícrons ou do remodelamento 
promovido pela PLTP. (B) Após sua secreção, a apo A-I se associa a moléculas de colesterol livre e fosfolípides, 
formando complexos discoidais (pré-β HDL); estes complexos são posteriormente lipidados por meio do efluxo de 
colesterol e fosfolípides intermediado pelo ABCA1. (C) A partícula de HDL madura também realiza efluxo de colesterol 
livre e fosfolípides dos tecidos periféricos via ABCG1; em alguns tecidos, como macrófagos, o receptor SR-BI também 
participa do efluxo de colesterol para a HDL2 e HDL3. (D) A LCAT promove continuamente a esterificação do colesterol 
livre, promovendo a conversão de HDL3 a HDL2. (E) O transporte do colesterol esterificado da HDL para o fígado pode 
ocorrer diretamente, por meio da ligação da partícula com o SR-BI nos hepatócitos, ou indiretamente (F), pela 
transferência equimolar do colesterol esterificado por triglicérides intermediadas pela CETP entre a HDL e as 
lipoproteínas que contem apo B, que posteriormente são removidas da circulação pelos receptores LDLR no fígado (G). 
(H) O remodelamento da HDL é resultado tanto da atividade da CETP quanto da liberação de partículas pobre em lípides 
após a ligação com SR-BI; além disso, a atividade da lipase hepática, lipase endotelial e PLTP promovem a formação de 
partículas de HDL pobre em lípides que podem interagir com o ABCA1 e reiniciar o ciclo de lipidação da partícula.  (I) O 
colesterol esterificado internalizado no fígado é secretado na bile para excreção; em adição ao papel do SR-BI e do LDLR, 
os receptores de HDL (HDLR) também podem catabolizar a partícula de HDL por meio da sua captação como 
holopartículas no fígado (J). Imagem adaptada de (58). 
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1.4.3 Atividades biológicas 
 
As partículas de HDL apresentam um grande espectro de funções consideradas 
ateroprotetoras, que incluem a sua capacidade de realizar o efluxo de colesterol celular e 
sua atividade vasodilatadora, anti-inflamatória, antioxidante, antiapoptótica, antitrombótica, 
anti-infecciosa e antidiabética. Ainda, a HDL pode participar da regulação da expressão de 
alguns genes em função do transporte de microRNAs (miRNAs) em sua estrutura (117).  
A remoção de colesterol dos tecidos periféricos e de macrófagos da parede arterial 
realizada pela partícula de HDL representa o primeiro passo do transporte reverso de 
colesterol. Este processo, também chamado de efluxo de colesterol, representa a 
propriedade ateroprotetora da HDL com maior relevância clínica, constituindo a base para a 
associação entre as concentrações de HDL-C no plasma e o risco cardiovascular (118). 
No endotélio vascular, em especial em locais de lesões ateroscleróticas, a HDL 
deve atravessar a barreira celular para acessar as células presentes na camada íntima arterial 
e garantir o efluxo de colesterol. As células endoteliais ligam, internalizam e translocam a 
HDL do compartimento apical para o basolateral em um mecanismo que envolve tanto SR-
BI quanto ABCG1 (119-120). Ainda, a transcitose da apo A-I pobre em lípides ocorre com 
auxílio do ABCA1, resultando em sua lipidação (121). A interação da HDL com receptores 
e lípides na superfície celular induz formas distintas de efluxo de colesterol, que pode ser 
unidirecional e rápido, promovido pelos transportadores ABCA1 e ABCG1 ou bidirecional, 
intermediado pelo SR-BI (122).  
Outra propriedade biológica da HDL com função antiaterogênica é a atividade 
vasodilatadora, que reflete sua capacidade de estimular a produção de óxido nítrico e 
prostaciclinas pelas células endoteliais vasculares (123-124). 
A ativação da produção do óxido nítrico envolve inicialmente a ligação da HDL ao 
receptor SR-BI, que promove a sinalização intracelular por meio da interação entre o 
domínio C-terminal do SR-BI com a proteína adaptadora PDZK1 (do inglês, PDZ domain 
containing 1). Os eventos subsequentes são mediados pela Akt e pela mobilização de Ca
2+
 
intracelular, além da fosforilação de resíduos específicos da óxido nítrico sintase endotelial 
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(eNOS. Adicionalmente, a ativação da eNOS induzida pela HDL é dependente da ativação 
de AMPK (do inglês, 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase), que depende 
tanto do SR-BI quanto de receptores para S1P (125-126). 
Ainda, as partículas de HDL apresentam múltiplas ações anti-inflamatórias que 
contribuem para a supressão da atividade inflamatória crônica promovida pelo acúmulo e 
retenção da LDL no espaço subendotelial (127). A HDL potencialmente diminui a 
expressão de moléculas de adesão ativadas por citocinas; deste modo, inibe a adesão dos 
monócitos no endotélio tanto in vitro quanto in vivo (128-130). Em relação aos monócitos, 
a HDL tem papel direto na inibição de sua ativação, reduzindo a expressão de quimiocinas 
e de seus receptores por meio da modulação do receptor nuclear kappa B (NFκB) e do 
PPAR-γ (do inglês, peroxisome proliferator-activated receptor γ) (131). Os mecanismos 
envolvidos nestes processos envolvem o efluxo de lípides oxidados e não oxidados via 
ABCA1, que constitui a base da capacidade da HDL de diminuir a expressão de moléculas 
de adesão, bem como do seu papel inibitório sobre a ativação dos monócitos e neutrófilos 
(132-133).  
Outro aspecto da capacidade anti-inflamatória da HDL é a inibição do estímulo de 
linfócitos T por células apresentadoras de antígeno e da ativação de monócitos por 
linfócitos T estimulados, processo que reduz a produção de citocinas e quimiocinas (134-
135). A HDL também pode favorecer a resolução da inflamação nas placas ateroscleróticas 
e reduzir a ativação de neutrófilos in vivo e in vitro (136-137). Em conjunto, estes efeitos 
constituem uma importante propriedade da HDL frente ao sistema imune inato e 
adaptativo, sugerindo que vários mecanismos operam simultaneamente.  
As propriedades antioxidantes da HDL são associadas a sua capacidade de 
proteger a LDL da oxidação, refletindo diretamente na redução da resposta inflamatória. A 
remoção dos lípides oxidados da LDL ou das células (como macrófagos, por exemplo) 
representa o primeiro passo na ação protetora da HDL; de fato, os hidroperóxidos de 
fosfolípides são rapidamente transferidos da LDL oxidada para a HDL (138). Uma vez 
transferidos, os lípides oxidados presentes na HDL são inativados; dependendo de sua 
estrutura, podem ser reduzidos pela apo A-I ou por outros componentes ativos com 
atividade redox ou hidrolisados pelas enzimas (PON1, PAF-AH, LCAT) presentes na 
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partícula (139). Como consequência, a HDL é o maior veículo de hidroperóxidos lipídicos 
no plasma humano, que podem ser acumulados na partícula quando a capacidade 
inativadora está sobrecarregada. Subsequentemente, os hidroperóxidos de colesterol 
esterificado podem ser rapidamente removidos da HDL (140).  
A HDL apresenta ainda um importante papel citoprotetor ou função 
antiapoptótica, mediante sua capacidade de proteger macrófagos e células endoteliais de 
apoptose induzida pelo aumento da carga de colesterol livre, LDL oxidada ou oxiesteróis 
(141-142). A proteção da HDL é estendida à morte celular induzida por quilomícrons 
remanescentes, TNFɑ, proteínas do sistema complemento ou ausência de fatores de 
crescimento (143-145). 
A proteção contra a apoptose se dá por meio do efluxo do colesterol oxidado, 
primariamente do 7-cetocolesterol, uma molécula envolvida em numerosas doenças e 
responsável por desencadear complexas respostas inflamatórias em tecidos expostos à 
deposição de lipoproteínas oxidadas (142). Ainda, esta propriedade está ligada às ações 
antioxidantes da partícula, que incluem a redução da geração de ânions superóxido e/ou 
peróxido de hidrogênio secundário à regulação negativa da produção de superóxidos pela 
NADPH (do inglês, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase e/ou pela cadeia 
de transporte de elétrons mitocondrial (144, 146-148). Assim, os principais mecanismos 
subjacentes à atividade antiapoptótica incluem a preservação da integridade mitocondrial, a 
inibição da cascata de ativação de caspases, redução da fragmentação do DNA, bloqueio 
das vias de sinalização citotóxicas e ativação da via Akt de sobrevivência celular (117).  
Adicionalmente, o estímulo à produção de óxido nítrico via ativação da eNOS 
pode contribuir significativamente para a atividade citoprotetora, onde a ligação da 
partícula de HDL com o SR-BI nas cavéolas tem um papel-chave (125).  
As partículas de HDL possuem também múltiplas propriedades antitrombóticas, 
que podem reduzir a progressão das doenças aterotrombóticas (149). A capacidade da HDL 
de reduzir a atividade plaquetária foi demonstrada em estudos de intervenção e estudos in 
vitro, onde a capacidade inibitória da HDL reconstituída é dose-dependente e resulta na 
redução de formação de trombos (150-152). 
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Os mecanismos subjacentes a esta propriedade incluem o aumento da produção de 
óxido nítrico desencadeado pela interação entre a HDL e o SR-BI plaquetário, que promove 
uma cascata de sinalização intracelular envolvendo a liberação de diacilgliceróis da 
fosfatidilcolina presente na membrana plasmática, ativação da proteína quinase C, 
alcalinização do citoplasma e inibição da liberação cálcio armazenado (153). Nas células 
endoteliais o papel antitrombótico da HDL também depende do estímulo à produção de 
óxido nítrico (154).  
A HDL apresenta atividade anti-infecciosa que contribui para a imunidade inata. 
Estas atividades incluem a ligação e transporte de moléculas de lipopolissacarídeos (LPS), 
que são componentes funcionais presentes nas membranas de bactérias Gram-negativas que 
determinam sua patogenicidade e são liberados frente à multiplicação ou lise bacteriana, 
atuando com endotoxinas que suscitam uma forte resposta imune (65). Desta forma, a HDL 
facilita o clearance hepático e inibe a ativação celular promovida por este composto, 
resultando na proteção contra a morte celular induzida por choque endotóxico (155). A 
participação da HDL no metabolismo do LPS depende da atividade de ABCA1 presente 
nos macrófagos e do SR-BI hepático, que colaboram tanto para o reestabelecimento de sua 
capacidade de resposta basal quanto para o seu clearance hepático (156-157).  
Em relação à atividade antidiabética da HDL, estudos conduzidos com infusão 
de HDL reconstituída demonstraram que a HDL promove a diminuição da glicose e 
aumento de insulina quando comparada ao placebo em pacientes com diabetes tipo 2 (158). 
De fato, tanto a apo A-I quanto apo A-II são capazes de estimular a secreção de insulina por 
meio da interação com ABCA1, evidenciando que o efluxo de colesterol celular é uma via 
comum às propriedades antiaterogênicas da HDL (159-160).  
Outro mecanismo intermediado pela HDL que potencialmente contribui para o 
aumento da sensibilidade a insulina é a proteção das células-β pancreáticas de apoptose, por 
meio da ativação e maior expressão de proteínas envolvidas em vias de sobrevivência 
celular (161).  
Além das propriedades biológicas descritas anteriormente, Vickers e 
colaboradores evidenciaram que a HDL transporta em sua estrutura moléculas de miRNAs, 
sugerindo que a partícula participa de processos de sinalização extracelular (162). Como 
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resultado, estes miRNAs extracelulares tem sido estudados como novos biomarcadores de 
estados patológicos, como por exemplo as doenças cardiovasculares.  
De fato, miRNAs com papel direto sobre a biologia vascular e inflamação são 
transportados pela HDL, como o miR-223, miR-126, miR-92a, miR-146a e miR-155 (163). 
Adicionalmente, existe a possibilidade da heterogeneidade funcional das subfrações de 
HDL poder ser em parte intermediada ou modificada pelo conjunto de miRNAs 
transportados em sua estrutura, uma vez que estudos em camundongos e em humanos 
mostraram que o conteúdo de miRNAs da HDL é modificado na presença de 
hipercolesterolemia e aterosclerose (162). Esses achados indicam novos mecanismos pelo 
qual a HDL exerce seus efeitos antiaterogênicos, mas se os miRNAs são responsáveis por 
variações diretas na funcionalidade da HDL ainda é uma questão a ser explorada. Além 
disso, outros aspectos de como os miRNAs interagem com diferentes aspectos do 
metabolismo da HDL serão detalhados posteriormente.  
 
1.4.4 HDL-C e risco cardiovascular 
 
Nas últimas décadas, um substancial conjunto de evidências derivadas de estudos 
epidemiológicos e de intervenção terapêutica demonstrou que a baixa concentração 
plasmática de HDL-C, ou hipoalfalipoproteinemia, constitui um preditor independente de 
risco para doenças cardiovasculares ateroscleróticas, como revisado em 2013 por Toth e 
colaboradores (164). 
A associação inversa entre HDL-C e risco cardiovascular está presente em 
diferentes populações, sendo que para caucasianos é o principal fator de risco quando 
comparados a outras etnias (165-166). Além disso, esta relação inversa é observada em 
ambos os gêneros, porém as associações são mais fortes no gênero feminino de acordo com 
grandes estudos prospectivos (167-168).  
Baixas concentrações de HDL-C associadas ao diabetes tipo 2, hipertensão 
arterial, transplante renal, DAC estabelecida e/ou síndromes agudas e infecção pelo vírus da 
imunodeficiência humana são responsáveis por um importante aumento de risco 
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cardiovascular (169-174). De fato, o baixo HDL-C plasmático pode refletir a presença de 
múltiplas doenças vasculares, principalmente o acidente vascular cerebral e/ou a 
aterosclerose carotídea; além disso, a relação também se aplica para outros marcadores de 
doença aterosclerótica, como a calcificação coronariana e a espessura íntimo-medial das 
artérias carótidas (175-176). Finalmente, a concentração de HDL-C pode predizer a 
gravidade da doença aterosclerótica coronariana (177). 
Apesar da consistente associação entre a hipoalfalipoproteinemia e o risco 
cardiovascular, ainda não existe um consenso se os indivíduos com altas concentrações de 
HDL-C (hiperalfalipoproteinemia) são mais resistentes à aterosclerose. Por um lado, Bair 
e colaboradores observaram que concentrações de HDL-C acima de 70mg/dL foram 
protetoras em relação à ocorrência de doença cardiovascular determinada por angiografia 
ou infarto do miocárdio (178). Entretanto, a relação entre HDL-C, tamanho de HDL e apo 
A-I e a ocorrência de DAC foi conduzida em dois grandes estudos prospectivos (IDEAL – 
do inglês Incremental Decrease in End Points through Aggressive Lipid Lowering; n=8888 
e EPIC-Norfolk - do inglês European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition; 
n=2349), que revelaram que concentrações de HDL-C acima de 80mg/dL representam um 
fator de risco significante para doenças cardiovasculares. Uma associação similar foi 
encontrada em relação ao diâmetro da partícula; apesar disto, a apo A-I permaneceu 
negativamente associada ao risco cardiovascular (179). Em contraposição a esses achados, 
em 2014 Khoury e colaboradores demonstraram que as partículas de HDL de indivíduos 
hiperalfalipoproteinêmicos (devido a mutações em CETP ou LIPC) têm maior capacidade 
de efluxo de colesterol, frente ao maior estímulo de SR-BI e ABCA1 e a maior capacidade 
intrínseca de realizar efluxo das subfrações de HDL3, levando ao aumento quantitativo na 
formação de HDL2 (180). 
 
1.4.5 Hiperalfalipoproteinemia e hipoalfalipoproteinemia: causas primárias e 
secundárias 
 
Fatores como o gênero, sazonalidade, idade, obesidade, consumo de álcool, 
tabagismo, uso de medicamentos (como hormônios, estatinas, niacina e fibratos) e doenças 
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metabólicas são reconhecidas por modificar as concentrações plasmáticas de HDL-C. 
Adicionalmente, estudos revelaram que o HDL-C plasmático está sob forte controle 
genético, com herdabilidade estimada entre 40 e 80% (181-182). 
De forma geral, a concentração de HDL-C pode ser determinada por fatores 
ambientais ou por alterações em um único gene; entretanto, a maior parte é resultado de 
variações em múltiplos genes que interagem com fatores ambientais, revelando uma 
natureza complexa, poligênica e multifatorial (183). Os genes que são conhecidos por afetar 
o metabolismo da HDL e contribuírem para suas concentrações no plasma envolvem os 
componentes das partículas (APOA1, APOC3, APOE, LCAT), lipases (LPL, LIPC, LIPG), 
proteínas de transferência de lípides (CETP) e transportadores/receptores de HDL (ABCA1, 
LDLR) (65). 
A doença genética mais comum associada às concentrações de HDL-C é a 
hipoalfalipoproteinemia familial, definida por HDL-C abaixo do percentil 5 ou 10 para 
idade e gênero, somado ao histórico familiar de baixo HDL-C em pelo menos um familiar 
de primeiro grau e ausência de fatores secundários para diminuição de HDL-C (184-185). 
Fisiologicamente, os indivíduos com hipoalfalipoproteinemia familial apresentam 
catabolismo acelerado da HDL e apo A-I; alguns também apresentam efluxo de colesterol 
ineficiente (186). Muitos casos são promovidos por mutações no gene da apo A-I, 
entretanto variações em outros genes, como ABCA1 e LCAT também podem estar 
envolvidos em sua etiologia (187-188). 
Várias doenças monogênicas caracterizadas por HDL-C extremamente baixo 
(inferior à 10mg/dL) foram descritas, e apesar de explicarem menos de 1% dos casos de 
hipoalfalipoproteinemia na população, mostram que as concentrações extremamente baixas 
de HDL-C influenciam múltiplos órgãos e vão além do aumento de risco cardiovascular 
(183).  
Por outro lado, a hiperalfalipoproteinemia familial é definida por concentrações 
de HDL-C acima do percentil 90 ou 95 para idade e gênero, com histórico familiar de 
HDL-C elevado e ausência de causas secundárias como o uso de medicamentos, alcoolismo 
e hepatopatias. Alguns relatos de hiperalfalipoproteinemia sugerem um aumento de 
longevidade e cardioproteção, enquanto outros sugerem o aumento no risco de doenças 
 28 
 
cardiovasculares (181, 189). Como a elevação das concentrações de HDL-C pode ser 
determinada por vários componentes genéticos, a aterogenicidade depende especificamente 
dos genes envolvidos e de fatores secundários associados. Até então, os estudos tem 
demonstrado efluxo de colesterol comprometido em alguns casos, ou de normal a elevado 
em outros, apontando para o fato de que não necessariamente as concentrações de HDL-C 
refletem os aspectos funcionais da partícula (190-191). 
Desta forma, as principais doenças monogênicas responsáveis pela presença de 




















Tabela 1. Doenças monogênicas associadas às concentrações extremas de HDL-C. 
Modificado de (183). 
 
HDL-C: colesterol da lipoproteína de alta densidade; DAC: doença aterosclerótica coronariana; APOA1: apolipoproteína 
A-I; ABCA1: ATP binding cassete A1; LCAT: lecithin cholesterol acyltransferase; LPL: lipoproteína lipase; CETP: 
cholesteryl ester transfer protein; LIPC: lipase hepática; LDL-C: colesterol da lipoproteína de baixa densidade; apo: 
apolipoproteína; AR: autossômica recessiva; AD: autossômica dominante; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.  
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Em paralelo as causas primárias e monogênicas, atualmente mais de 40 genes são 
associados às modificações nas concentrações de HDL-C. Existem evidências de que tanto 
alelos raros quanto comuns com importantes efeitos fenotípicos contribuem 
significativamente para baixas ou altas concentrações de HDL-C nas diferentes populações 
(192-194). Além disso, as variantes podem ter diferentes impactos sobre o metabolismo de 
lipoproteínas; neste sentido, este estudo aborda alterações em genes envolvidos tanto no 
metabolismo da HDL quanto na homeostase corpórea de colesterol, detalhados nos 
capítulos a seguir.  
 
1.5 Transportadores ABC 
 
A família dos transportadores ABC (do inglês, ATP binding cassete) compreende 
um grupo diverso de proteínas transmembrana. Grande parte destes transportadores 
compartilha uma arquitetura molecular comum, que inclui dois domínios de ligação para 
nucleotídeos dispostos em série e dois domínios transmembrana, constituindo, portanto, 
uma estrutura denominada “full transporters”. Pelo menos 48 genes para transportadores 
ABC foram identificados no genoma humano que podem ser divididos em sete subfamílias 
(de ABCA a ABCG) (195).  
Em adição aos “full transporters”, alguns transportadores da família ABC 
possuem apenas um domínio transmembrana e um domínio de ligação para nucleotídeo, 
sendo chamados de “half transporters”; estes por sua vez podem formar homodímeros ou 
heterodímeros para estabelecer sua atividade funcional (196).  
Cada domínio transmembrana da estrutura destes transportadores contém de 6 a 11 
ɑ-hélices que formam um canal para a passagem de substratos através da bicamada lipídica; 
acredita-se que estas estruturas definem a especificidade do substrato de cada transportador. 
Já os domínios de ligação para nucleotídeos são altamente conservados e tem função crítica 
no suprimento energético que sustenta a capacidade da proteína de translocar substratos 
através da membrana celular (196-197). Em eucariotos, estes transportadores estão 
localizados na membrana plasmática e nas membranas de compartimentos intracelulares, 
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como por exemplo, retículo endoplasmático e mitocôndrias (198). A estrutura dos 
transportadores ABCA1 (full transporter) e ABCG1 (half transporter) está representada na 
figura 5.  
 





O ABCA1 é considerado um “full transporter” por conter dois domínios 
transmembrana e dois domínios de ligação para nucleotídeos. A proteína contém 2261 
aminoácidos, sendo expressa principalmente no fígado, intestino, adrenais, pulmões, 
cérebro e macrófagos (196). 
A estrutura proteica é estabilizada por pontes dissulfeto entre as alças N e C-
terminal devido à presença de resíduos de cisteína nos domínios extracelulares. 
Especificamente, duas pontes dissulfeto intermoleculares são necessárias para que o 
ABCA1 seja completamente funcional em termos de ligação a apo A-I (199). Quanto ao 
papel desempenhado pelo ABCA1 para o homeostase celular de colesterol, é sugerido que 
o transportador promova a formação de um canal no interior da membrana plasmática por 
onde colesterol e fosfolípides são transferidos da camada interna para a externa. 
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Adicionalmente, o transportador modula as propriedades físicas da membrana, aumentando 
a sua fluidez e formando domínios de alta curvatura, que são críticos para a interação com 
as moléculas de apo A-I, e consequentemente, para a biogênese da HDL (65).  
Assim, a atividade funcional de ABCA1 pode levar à formação de sítios 
específicos com maior ou menor capacidade de ligação e lipidação de apo A-I. Cerca de 
90% da apo A-I se liga aos sítios com maior capacidade, cuja taxa de dissociação é mais 
lenta quando comparada aos locais com menor capacidade e função essencialmente 
regulatória (200-201).  
O processo de formação da HDL nascente pode ser influenciado diretamente pela 
composição dos fosfolípides da membrana, em especial a fosfatidilserina; o ABCA1, neste 
caso, realiza a redistribuição e exposição destas moléculas na superfície, já que estas levam 
a modificações conformacionais na estrutura da apo A-I que facilitam a formação de HDL 
discoidal (202). A pré-β HDL é tanto um produto quanto um substrato para o efluxo de 
colesterol promovido por ABCA1; entretanto, é possível que estas partículas se diferenciem 
quanto ao conteúdo em colesterol livre e fosfolípides, de acordo com a localização do 
ABCA1 na membrana (203-204).  
Outro mecanismo proposto pelo qual o ABCA1 promove o efluxo de colesterol é a 
retroendocitose. Neste modelo, o ABCA1 se liga à apo A-I na superfície celular e então 
medeia a endocitose da partícula; no meio intracelular a apo A-I interage com regiões 
enriquecidas em colesterol, como os endossomos tardios, formando a HDL nascente. A apo 
A-I lipidada é então transportada para o meio extracelular sem ser degradada durante este 
processo (205-206). 
A expressão e atividade do ABCA1 são reguladas por vias transcricionais e pós-
transcricionais, e envolvem uma grande variedade de moléculas. O AMP cíclico (adenosina 
3',5'-monofosfato cíclico, ou cAMP), por exemplo, regula positivamente a expressão por 
meio do aumento da estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) de ABCA1 (207). Ainda, os 
receptores nucleares tem papel chave; dentre estes, destacam-se os LXRs (do inglês, liver-X 
receptors) ɑ e β, RXR (do inglês, retinoic-X receptor) e PPARs ɑ e γ (208). Os receptores 
LXR formam heterodímeros com RXR e tem um papel central na regulação da expressão 
de ABCA1 em macrófagos, assegurando sua ativação frente ao acúmulo de colesterol e 
 33 
 
acelerando o efluxo para a apo A-I (209). Adicionalmente, PPARɑ e PPARγ também 
participam da regulação positiva da expressão de ABCA1 por meio do aumento da 
transcrição de LXRɑ (210). Adicionalmente, citocinas, hormônios e fármacos específicos 
também promovem a regulação transcricional de ABCA1 (209). 
Os mecanismos de regulação pós-transcricionais também desempenham um 
importante papel na modulação funcional de ABCA1 por meio do controle da estabilidade 
da proteína ou de sua atividade. Por exemplo, a concentração basal de ABCA1 nas 
membranas é principalmente controlada pela sua degradação intermediada pela calpaína, 
cuja atividade está sob o controle de diversas proteínas quinases. Por outro lado, as 
apolipoproteínas protegem o ABCA1 da degradação e aumentam a geração de HDL; a apo 
A-I, em especial, interfere na degradação proteolítica e aumenta a reciclagem de ABCA1 
na superfície celular (208, 211). Ainda, vários miRNAs participam deste processo, e serão 
comentados posteriormente.  
A sequência genômica completa de ABCA1 foi descrita no ano 2000, sendo que o 
gene codificado no cromossomo 9q31.1 contém 50 éxons e é altamente polimórfico (212-
213). O fenótipo mais conhecido que envolve mutações neste gene é a Doença de Tangier, 
onde o transportador disfuncional é incapaz de realizar o efluxo de colesterol celular (214-
215); desta forma, a apo A-I não é apropriadamente lipidada, sendo rapidamente removida 
da circulação e resultando em HDL-C inferior a 5mg/dL no plasma. A proteína ABCA1 
truncada ou disfuncional é consequência de mutações intrônicas ou exônicas; de fato, mais 
de 150 foram identificadas em pacientes com a Doença de Tangier ou deficiência familial 
de HDL (216-217). 
Outras mutações no gene ABCA1 podem causar baixas concentrações de HDL-C e 
levar a hipoalfalipoproteinemia familial em diferentes populações, resultando em aumento 
de risco cardiovascular (214-215, 218-220). Assim, dado o importante papel do ABCA1 
para o metabolismo de HDL, muitos estudos tem buscado relacionar variações raras e 
comuns às concentrações de HDL-C. Boes e colaboradores (221) apresentaram em 2009 
uma extensa revisão de literatura em relação às principais variações no gene ABCA1; apesar 
da maior parte dos estudos não demonstrarem grandes efeitos sobre as concentrações de 
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HDL, estas podem ter diferentes repercussões sobre as concentrações de outras 
lipoproteínas e/ou aterosclerose.  
No Copenhagen City Heart Study, por exemplo, HDL-C foi significativamente 
reduzido em indivíduos heterozigotos para quatro mutações raras em ABCA1 (p.P1065S, 
p.G1216V, p.N1800H e p.R2144X); entretanto, esta diminuição não foi associada ao 
aumento de risco cardiovascular (222). Em contrapartida, vários polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNPs) em ABCA1 que são associados ao risco cardiovascular não 
afetam as concentrações plasmáticas de HDL-C (223).  
Entre os polimorfismos, um dos mais estudados resulta na troca de uma arginina 
(R) por uma lisina (K) no aminoácido 219 (p.R219K, rs2230806), está presente no domínio 
extracelular da proteína e associado à proteção contra o risco de doença coronariana e 
infarto do miocárdio, possivelmente devido ao aumento das concentrações de HDL-C e/ou 
redução de triglicérides (220). Já o polimorfismo presente na região promotora c.-14C>T 
(rs1800977) foi relacionado com o aumento de risco de doença coronariana em pacientes 
com hipercolesterolemia familial (224).  
Outro polimorfismo de interesse, que foi objeto de estudo neste trabalho, é a 
variante rs2275543, localizado na região intrônica de ABCA1 (IVS3+264). Em um estudo 
longitudinal conduzido em população Europeia, a presença deste SNP foi 
independentemente e inversamente associada às concentrações plasmáticas de colesterol 
total (225); entretanto, ainda é desconhecido o seu papel em relação ao metabolismo de 
lipoproteínas plasmáticas e risco cardiovascular em outras populações, incluindo a 




O ABCG1 pertence à subfamília “G” dos transportadores ABC, e apresenta em 
sua estrutura 678 aminoácidos organizados em seis ɑ-hélices transmembrana e um domínio 
de ligação de nucleotídeos, constituindo, portanto, um “half transporter”. A proteína 
funciona como um homodímero e é expressa em múltiplos tipos celulares, como 
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macrófagos e células endoteliais; além disso, está presente em tecidos como o cérebro, rins, 
pâncreas, pulmões, fígado e intestino (226).  
Em contraste ao ABCA1, que interage com apo A-I livre e pobre em lípides, o 
ABCG1 preferencialmente interage com as partículas maduras de HDL(227), formadas a 
partir das etapas que envolvem ABCA1 e LCAT. A ligação entre ABCG1 e HDL é 
regulada pelo grau de lipidação da partícula, e ABCG1 eficientemente promove o 
enriquecimento da HDL em colesterol, contribuindo para o aumento de seu diâmetro (227-
228). A formação de HDL mediada por ABCG1 também envolve a regulação do 
movimento intracelular de colesterol pela presença do transportador nas membranas 
intracelulares (229). 
Estudos em modelos animais mostraram que o ABCG1 tem um importante papel 
no efluxo de colesterol para HDL e no transporte reverso de colesterol; camundongos que 
não expressam ABCG1 têm um evidente acúmulo de lípides em macrófagos e hepatócitos 
(230-231). Entretanto, apesar do exposto, o papel preciso do ABCG1 na proteção contra o 
desenvolvimento de aterosclerose permanece incerto, em vista aos resultados conflitantes 
em estudos com diferentes modelos animais (232-234).  
De qualquer forma, o ABCG1 pode ter um papel na modulação da apoptose de 
macrófagos e na inflamação em placas ateroscleróticas. Isso se deve a sua capacidade de 
promover o efluxo de oxiesteróis como o 7-cetocolesterol, um conhecido produto de 
oxidação do colesterol altamente citotóxico e indutor de apoptose e necrose de macrófagos 
e células endoteliais (142); assim, este transportador seria responsável tanto pela proteção 
destas células quanto pela manutenção da estabilidade das placas ateroscleróticas, devido a 
remoção desses oxiesteróis. Ainda nas células endoteliais, o ABCG1 tem um papel crítico 
na remoção do excesso de colesterol e proteção contra a disfunção endotelial: por meio do 
efluxo para a HDL, o ABCG1 promove a redução do conteúdo de colesterol nas cavéolas, 
revertendo a interação entre a caveolina1 e a eNOS, aumentando portanto sua atividade e 
produção de óxido nítrico (235). 
O ABCG1 também contribui para a secreção de insulina, uma vez que também 
está localizado nas células β-pancreáticas. Evidências mostraram que a expressão de 
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ABCG1 é significativamente menor em camundongos diabéticos, e que a ausência deste 
transportador reduz a secreção de insulina nestes animais (236).  
Alguns estudos evidenciaram que o ABCG1 tem pouca especificidade com os 
aceptores extracelulares, uma vez que realiza o efluxo de colesterol para LDL, HDL, 
vesículas de fosfolípides ou ciclodextrina (237-238); além disso, os mecanismos envolvidos 
nestes processos ainda não estão completamente elucidados. Tall e colaboradores sugeriram 
que o transportador medeia o deslocamento de colesterol da membrana plasmática, que fica 
disponível à captação (por colisão) com o aceptor extracelular, como a HDL. Outro 
mecanismo possível é a modificação da organização dos fosfolípides na membrana 
plasmática, de forma que a liberação de esteróis e fosfolípides para os aceptores seja mais 
eficiente (239).  
Os mecanismos de controle da expressão de ABCG1 são similares aos de ABCA1, 
sendo que o seu gene é um dos mais amplamente expressos quando os macrófagos 
acumulam esteróis. Assim, a ativação do receptor nuclear LXR parece ser particularmente 
importante na sua regulação transcricional (240). Da mesma forma, os receptores RXR e os 
PPARs também estão envolvidos na ativação da expressão de ABCG1 em macrófagos, 
contribuindo para o aumento do efluxo de colesterol e formação de HDL madura (241).  
Estudos em modelos animais mostraram ainda a regulação positiva de ABCA1 e 
ABCG1 pelo fator de crescimento β-1 (242). Além das vias de regulação que afetam tanto 
ABCA1 quanto ABCG1, a expressão do ABCG1 pode ser especificamente induzida sem que 
ABCA1 seja afetado; por exemplo, o AMPK não influencia ABCA1 ou atua sobre LXR, 
entretanto, regula positivamente a expressão de ABCG1 em macrófagos (243). 
A sequência genômica do ABCG1 humano foi identificada entre os anos de 1996 e 
1997 e compreende 23 éxons localizados no cromossomo 21q22.3 (244-246). Apesar do 
seu papel no metabolismo corpóreo de colesterol, nenhuma doença foi descrita como 
provocada por mutações no gene deste transportador. Em 2002, Iida e colaboradores 
identificaram mais de 100 SNPs em ABCG1 (247); dentre estes, três localizados na região 
regulatória 5’, com potencial para modular a expressão do gene.  
Nos últimos anos, vários estudos tem investigado a relação entre a variabilidade 
genética de ABCG1, o risco cardiovascular e as concentrações plasmáticas de lípides e 
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lipoproteínas. Por exemplo, Schou e colaboradores mostraram a relação entre os 
polimorfismos g.-376C>T, g.530A>G, g.-311T>A e p.Ser630Leu e o risco de diabetes 
mellitus, infarto do miocárdio e doença coronariana isquêmica  nas populações do 
Copenhagen City Heart Study e Copenhagen General Population Study. Apesar dos 
polimorfismos em ABCG1 não serem associados ao aumento de risco para diabetes mellitus 
na população, g.−376C>T, g.-311T>A, e p.Ser630Leu foram preditores do risco de infarto 
do miocárdio; em especial, esses resultados foram confirmados para o SNP g.−376C>T em 
um estudo caso-controle, onde também foi evidenciado que a expressão de ABCG1 é 
aproximadamente 40% menor nos indivíduos com o alelo polimórfico (248-249). 
 Além disso, Xu e colaboradores determinaram a associação entre quatro variantes 
(rs2234714, rs2234715, rs57137919 e rs1044317) e a DAC na população Chinesa; 
enquanto os polimorfismos rs2234714 e rs57137919 não foram relacionados a 
concentrações de HDL-C, LDL-C, triglicérides e colesterol total, o rs57137919 foi 
associado à redução do risco de DAC (250).  
Adicionalmente, o efeito do polimorfismo -257T>G sobre a atividade 
transcricional do gene ABCG1 foi avaliada em uma população Japonesa composta de 
indivíduos do gênero masculino com DAC. O alelo polimórfico foi responsável por uma 
redução na atividade transcricional, mas não repercutiu sobre lípides plasmáticos ou fatores 
de risco; por outro lado, o polimorfismo influenciou a severidade da doença coronariana 
(251). Finalmente, o polimorfismo presente na região promotora, localizado na região -
204A>C (rs1893590) foi descrito como funcional em diferentes grupos populacionais (252-
253), e terá estes aspectos detalhados no capítulo de discussão já que foi um dos 




A homeostase corpórea de colesterol é mantida por mecanismos simultâneos, tais 
como a síntese de novo, absorção intestinal e secreção biliar e excreção fecal de esteróis. A 
biossíntese do colesterol é um processo bem definido, regulado por mecanismos de 
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feedback que envolvem uma variedade de reações enzimáticas. Neste caso, a proteína 
NPC1L1 tem um importante papel na regulação da absorção intestinal de colesterol e na 
reabsorção de colesterol biliar (254). Em contrapartida, os transportadores ABCG5 e 
ABCG8 inibem a absorção do colesterol e de fitoesteróis da dieta por meio do efluxo destes 
esteróis dos enterócitos para a luz intestinal; além disso, promovem a secreção de colesterol 
e fitoesteróis dos hepatócitos para a bile (255). Desta forma, ABCG5 e ABCG8 constituem 
a mais predominante defesa contra o acúmulo de esteróis derivados da dieta. 
Os genes de ABCG5 e ABCG8 estão localizados no cromossomo 2p21 e separados 
por apenas 140 pares de bases; cada um é composto por 13 éxons e produzem duas 
proteínas distintas. Entretanto, tanto ABCG5 quanto ABCG8 possuem um sítio de ligação 
para ATP próximo ao N-terminal e um domínio transmembrana contendo seis α-hélices, 
características comuns aos “half transporters” (256), como mostrado na figura 6. 
 
 
Figura 6. Estrutura dos transportadores ABCG5 e ABCG8. Adaptado de (58). 
 
Isolados, ABCG5 e ABCG8 são transportadores não funcionais; assim, precisam 
obrigatoriamente formar heterodímeros para realizar o transporte de esteróis pelas 
membranas. Estudos tem demonstrado que estes heterodímeros são formados no retículo 
endoplasmático e transportados juntos pelo aparelho de Golgi até a membrana plasmática, e 
que o domínio C-terminal de ABCG8 é necessário para que este processo aconteça (257).  
Trabalhos conduzidos em modelos animais têm mostrado que a ausência ou a 
funcionalidade comprometida de ABCG5 ou ABCG8 levam à redução extrema nas 
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concentrações de colesterol biliar (258-259). Por outro lado, a expressão exacerbada dos 
genes aumenta significativamente a quantidade de colesterol biliar e reduz a absorção do 
colesterol proveniente da dieta (260). Outros estudos mostraram que ABCG5/ABCG8 
regulam o metabolismo de triglicérides, uma vez que camundongos que não expressam 
esses genes apresentam secreção aumentada de triglicérides pela via hepática e intestinal, 
somado ao seu catabolismo prejudicado em relação aos animais normais (261).  
ABCG5 e ABCG8 são expressos quase que exclusivamente nos enterócitos e nas 
membranas canaliculares dos hepatócitos (262); entretanto, Yoon e colaboradores também 
observaram a expressão de ABCG5/ABCG8 em células epiteliais da vesícula biliar (263). 
A regulação primária dos dois genes ocorre a nível transcricional, sendo que o LXRα é o 
principal receptor nuclear envolvido (264). O hormônio da tireoide também participa da 
regulação positiva da expressão de ABCG5 e ABCG8, mas de forma independente ao LXRα 
(265). Da mesma forma, os fatores de transcrição HNF4α (do inglês, hepatocyte nuclear 
factor 4α) e GATA4 (do inglês, GATA-binding protein 4) podem sinergicamente estimular 
a transcrição de ambos os genes em cultura de células. Outros fatores que controlam a 
expressão de ABCG5 e ABCG8 envolvem alimentos, fármacos, endotoxinas e miRNAs 
(264).  
Mutações nos genes ABCG5 e/ou ABCG8 levam a uma doença autossômica 
recessiva rara, a sitosterolemia, caracterizada pelo acúmulo de colesterol e fitoesteróis e 
doença cardiovascular aterosclerótica prematura (43). Até então, todas as mutações 
missense investigadas inibem a formação do heterodímeros ABCG5/ABCG8 ou impedem a 
transferência destes do retículo endoplasmático para a membrana plasmática (266).  
Vários trabalhos têm apresentado importantes considerações quanto aos 
polimorfismos em ABCG5 e ABCG8, principalmente sobre as concentrações basais de 
colesterol, resposta a terapias de intervenção farmacológica/alimentar sobre lípides 
plasmáticos e aumento de risco para o desenvolvimento de cálculos biliares. Por exemplo, o 
polimorfismo p.T400K (rs14148217) em ABCG8 foi associado à diminuição das 
concentrações de colesterol total e LDL-C, aumento da síntese de colesterol e aumento de 
risco para cálculos biliares (267-269). Adicionalmente, o alelo polimórfico da variante 
p.D19H (rs11887534) determinou uma redução acentuada de LDL-C após tratamento com 
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estatinas e diferentes efeitos sobre marcadores de eficiência de absorção de colesterol  (267, 
270-271).  
Neste trabalho foram avaliados os polimorfismos rs6720173 (p.Q604E) de ABCG5 
e rs6544718 (p.V632A) de ABCG8. Estudos prévios conduzidos em diferentes populações 
associaram estas variantes com concentrações plasmáticas de lípides e lipoproteínas, mas a 
relevância clínica e o papel destas sobre o risco cardiovascular permanecem controversos e 
serão mais explorados no capítulo de discussão.  
 
1.6 SR-BI (SCARB1) 
 
O receptor SR-BI é uma proteína de superfície celular identificada em 1994 devido 
a sua sequencia homóloga ao receptor scavenger CD36 (272). A proteína contém 509 
aminoácidos e sua estrutura está organizada em dois domínios citoplasmáticos (N e C-
terminal), dois domínios transmembrana e um grande alça extracelular com múltiplos locais 
glicosilados (273), como mostrado na figura 7. 
 
 
Figura 7. Estrutura do receptor SR-BI. Adaptado de (58).  
 
O SR-BI é expresso no fígado, glândula adrenal, pulmões, macrófagos, plaquetas e 
células endoteliais, e participa ativamente da homeostase de colesterol corpóreo. A proteína 
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promove o fluxo bidirecional de colesterol, independente de ATP, entre as membranas 
celulares e lipoproteínas de acordo com gradientes de concentração (274).  
De forma geral, o SR-BI participa do remodelamento da HDL por meio da 
captação seletiva do colesterol esterificado da partícula, especialmente nos hepatócitos; este 
processo é acompanhado pela liberação de partículas de HDL pobre em lípides, sem que 
ocorra sua degradação. Este mecanismo é possível, pois a proteína está localizada em 
compartimentos específicos da membrana plasmática que promovem a retenção da HDL. 
Outro importante papel desempenhado pelo SR-BI no metabolismo da HDL é o efluxo de 
colesterol de tecidos periféricos para as partículas maduras (274).  
O mecanismo molecular pelo qual o SR-BI efetua a captação de colesterol 
esterificado da HDL envolve a formação de canais hidrofóbicos através da membrana 
plasmática; já o fluxo bidirecional de lípides ocorre em função da modificação da 
composição de fosfolípides da membrana plasmática pela proteína. O domínio extracelular 
do SR-BI é necessário para a ligação com a partícula de HDL, enquanto a hidrofobicidade 
da região N-terminal extracelular é crítica para o transporte do colesterol, podendo mediar 
às interações receptor/ligante e receptor/membrana (275). Ainda, a conformação da apo A-I 
é importante para a transferência eficiente de colesterol esterificado para a célula (276). 
As concentrações hepáticas de SR-BI podem impactar significativamente o 
metabolismo da HDL, uma vez que o aumento de sua expressão resulta em maior remoção 
de colesterol esterificado da circulação, reduzindo as concentrações plasmáticas de HDL-C. 
Por outro lado, a deficiência de SR-BI aumenta as concentrações de HDL-C, mas às custas 
de distúrbios no transporte de colesterol para o fígado e aumento de aterosclerose (277-
279).  
A expressão e concentração da proteína podem ser reguladas por diferentes 
mecanismos. Entre eles, a proteína adaptadora PDZK1, regulada primariamente por PPAR-
ɑ, interage com o SR-BI aumentando sua translocação para a membrana (280-281). Estudos 
in vivo e in vitro associaram o aumento da expressão de SR-BI à ativação do receptor 
nuclear FXR (do inglês farnesoid X receptor) (282); além disso, outros estudos apontam 
que os heterodímeros LXRɑ/RXR promovem tanto o aumento da atividade do promotor de 
SR-BI quanto os níveis proteicos em hepatócitos e adipócitos, e que esta ativação é 
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independente da regulação transcricional de SREBP (do inglês, Sterol Regulatory Element-
Binding Protein) (283). Ainda, estudos em modelos in vitro de macrófagos humanos 
mostraram que a aspirina regula positivamente a expressão de SR-BI, assim como o 
probucol em hepatócitos de coelhos hiperlipidêmicos (284-285).  
Adicionalmente, a expressão da proteína pode ser significativamente reduzida em 
condições como o diabetes mellitus e a hiperglicemia em modelos in vitro e em animais, 
em um mecanismo possivelmente mediado pela ativação da via de transdução p38/MAPK 
(do inglês, mitogen-activated protein kinase) (286). Outros estudos indicam que a dieta 
hipercolesterolêmica e o estrógeno também participam da regulação de SR-BI (287-288). 
O gene do SR-BI, denominado SCARB1, está localizado no cromossomo 12q24.31 
e possui 13 éxons (289-290). Numerosos estudos têm identificado polimorfismos em 
SCARB1 que são associados ao metabolismo lipídico. Entre eles, o polimorfismo 
encontrado no éxon 1 (rs4238001, p.G2S) foi relacionado com as concentrações 
plasmáticas de HDL-C e LDL-C; além disso, é um preditor independente das concentrações 
de SR-BI em indivíduos com hiperalfalipoproteinemia (289, 291). Grande parte dos estudos 
envolvendo variantes em SCARB1 apresentam resultados distintos em relação aos gêneros; 
por exemplo, SNPs localizados no íntron 11 do gene foram associados com as 
concentrações de triglicérides e HDL-C de forma dependente à terapia com estrógenos em 
mulheres pós-menopausa (292-293). Teslovich e colaboradores avaliaram em estudo 
GWAS (do inglês, Genome Wide Association Study) envolvendo mais de 100 mil 
indivíduos a relevância de múltiplos loci para os lípides plasmáticos, e determinaram que o 
SNP rs838880 é significativamente associado às concentrações de HDL-C, mas não com 
DAC (294). Entretanto, polimorfismos presentes no éxon 8 e/ou no íntron 5 de SCARB1 
tem sido relacionados à DAC em diversas populações (289, 295-296). Além destes, o 
rs10846744 foi significativamente associado com a espessura da camada íntimo-medial das 
artérias carótidas em diferentes grupos étnicos participantes do estudo MESA (do inglês, 
Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) (297-298).  
Em especial, o polimorfismo sinônimo presente no éxon 8 (rs5888, p.A350A; 
c.1050C>T), que foi objeto deste trabalho e será melhor explicado no capitulo de discussão, 
apresenta resultados divergentes na literatura quanto ao seu papel sobre os lípides 
 43 
 
plasmáticos. Enquanto alguns estudos não observaram quaisquer associações com o alelo 
polimórfico T (295-296, 299), em outras populações as relações encontradas foram 




Os miRNAs compreendem uma classe de RNAs de fita simples, não codificadores 
de proteínas, responsáveis pela regulação da expressão gênica pós-transcricional. Sua 
estrutura consiste de aproximadamente 22 nucleotídeos e estão presentes no genoma de 
invertebrados, vertebrados e plantas (302).  
Diversos estudos demonstraram o papel dos miRNAs na regulação dos processos 
biológicos, inclusive sobre o envelhecimento vascular e aterosclerose (303). De forma 
geral, as moléculas de miRNAs atuam na regulação negativa da expressão dos genes ao se 
ligarem na região 3’ não traduzida (3’-UTR) complementar ao RNA mensageiro alvo, 
ocasionando a degradação ou inibição da tradução desta molécula. Além disso, os miRNAs 
são altamente específicos (304).  
O genoma humano contém mais de 2500 miRNAs, e seus genes representam até 
2% de todo o genoma eucarioto conhecido (305). A sua biogênese envolve, inicialmente, a 
transcrição do gene do miRNA, havendo a formação de um pri-miRNA (um transcrito 
primário) seguido da adição de uma estrutura cap e de uma cauda poliA. Sequencialmente, 
o pri-miRNA é processado pela RNAse III Drosha, formando uma estrutura com 
aproximadamente 60-70 nucleotídeos em formato denominado hairpin, chamada de pré-
miRNA. Com auxílio da enzima exportina 5 o pré-miRNA é transportado do núcleo ao 
citoplasma onde a alça da estrutura é removida e é formado um miRNA dupla fita. O 
duplex é separado e uma das fitas é selecionada como miRNA maduro, enquanto a fita 
complementar é removida e degradada (306-307). A complementaridade perfeita entre o 
miRNA e o RNAm alvo resulta no silenciamento gênico pela degradação do RNAm, 
enquanto o pareamento imperfeito resulta na repressão da tradução (308).  
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Os miRNAs constituem importantes alvos para o desenvolvimento de novas 
estratégias terapêuticas, principalmente no que diz respeito ao tratamento de doenças 
crônicas, onde podem atuar como reguladores essenciais de muitos dos processos 
envolvidos. Nos últimos anos, os miRNAs foram associados também a regulação de 
diversas vias que controlam o metabolismo da HDL, incluindo a sua biogênese e captação 
hepática, bem como alguns outros aspectos do transporte reverso de colesterol (309).  
Os miRNAs participam ativamente do controle da biogênese da partícula da HDL 
principalmente por meio do seu papel regulatório sobre o ABCA1. Os miR-33a e miR-33b 
foram os primeiros descritos neste processo; ambos são codificados nas regiões intrônicas 
dos genes da SREBF2 e SREBF1 (do inglês, sterol regulatory element-binding 
transcription factor) que codificam as proteínas SREBP2 e SREBP1, fatores de transcrição 
que controlam genes envolvidos na síntese de colesterol e ácidos graxos. Tanto o miR-33a 
quanto o miR-33b são co-regulados com os genes SREBF e atuam reprimindo outros genes 
que tem ação oposta (310-312).   
A região 3’-UTR do RNAm de ABCA1, tanto de camundongos quanto de 
humanos, apresenta quatro sítios de ligação para o miR-33a, resultando em uma forte 
repressão do RNAm da proteína. Além disso, consistente com a habilidade da maioria dos 
miRNAs de intermediar a regulação de vias metabólicas, tanto miR-33a quanto miR-33b 
atuam sobre outros genes que contribuem para a mobilização e efluxo de colesterol das 
células, como NPC1L1 e ABCG1 (310).  
A relevância fisiológica dos miR-33 sobre ABCA1 foi inicialmente demonstrada 
por meio do uso de inibidores, que aumentaram o efluxo de colesterol de hepatócitos para 
apo A-I in vitro e as concentrações de HDL em camundongos em até 30% (310-311). Esses 
resultados foram confirmados quando miR-33 foi silenciado, resultando em aumentos de 
até 40% de HDL-C em camundongos (313). Os estudos em camundongos foram estendidos 
para primatas, onde a inibição dos miR-33 com oligonucleotídeos promoveu um aumento 
da expressão do ABCA1 hepático e de HDL-C plasmático, de forma independente ao tipo 
de dieta; além disso, a inibição destes miRNAs foi acompanhada de um aumento de 
número de partículas maiores de HDL e de apo A-I na circulação (314). Esses estudos, em 
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conjunto, estabeleceram o papel do miR-33 sobre a expressão do ABCA1 hepático e 
destacaram seu potencial como alvo terapêutico. 
Outros miRNAs também são reconhecidos por regular a expressão de ABCA1 e o 
efluxo de colesterol in vitro, incluído os miR-128a, miR-758, miR-26 e miR-106b (315-
318). Além destes, o miR-144 também tem como alvo o ABCA1 hepático e modula as 
concentrações de HDL-C no plasma. A expressão do miR-144 é regulada por FXR e LXR, 
o que permite uma regulação fina da expressão de ABCA1 sob contextos biológicos 
específicos. Estes fatores de transcrição contribuem para a regulação da homeostase de 
colesterol por meio da regulação transcricional de genes associados à lípides: enquanto o 
FXR controla as concentrações de esteróis hepáticos e de ácidos biliares, o LXR controla 
componentes do efluxo de colesterol celular no fígado e em macrófagos, incluindo o 
ABCA1. Estudos em camundongos mostraram que a inibição de miR-144 promove um 
aumento de ABCA1 hepático e de HDL-C (319-320).  
Os miRNAs também estão envolvidos no controle da mobilização do colesterol 
celular, um mecanismo complexo cujo passo final (efluxo) é intermediado principalmente 
por ABCA1 e ABCG1.  Por meio da coordenação entre essas vias de mobilização e 
transporte, o balanço intracelular do conteúdo de colesterol é mantido na parede arterial e a 
resposta inflamatória intermediada por macrófagos é reduzida (321).  
Outro aspecto emergente em relação ao papel dos miRNAs sobre o metabolismo 
da HDL é o seu papel na regulação do SR-BI, uma vez que este receptor é fundamental à 
captação seletiva do colesterol esterificado no fígado. Wang e colaboradores mostraram que 
a região 3’-UTR contém sítios de ligação para os miRNAs miR-185, miR-96 e miR-223; 
além disso, esses miRNAs diminuem significativamente a captação seletiva de colesterol 
esterificado, a expressão da proteína e a quantidade de RNAm em cultura de hepatócitos. 
Embora estudos in vitro tenham demonstrado a inibição de SR-BI por meio de miRNAs, 
ainda é necessário validar estas hipóteses em estudos in vivo, o que pode promover outras 










2.1 Objetivos gerais 
 
Investigar as repercussões de SNPs em ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCG8 e 
SCARB1 e avaliar o papel de miRNAs (miR-33a e miR-128a)  na expressão gênica de 
ABCA1, ABCG1 e SCARB1 em indivíduos normolipidêmicos e assintomáticos. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Manuscrito 1 - Investigar na população assintomática e normolipidêmica (n=654) a 
relação individual dos polimorfismos rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), 
rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e rs5888 (SCARB1) com gênero, idade e 
índice de massa corpórea e suas interações com as variáveis clínicas e bioquímicas. 
 
 Manuscrito 2 - Determinar as repercussões dos polimorfismos rs2275543 (ABCA1), 
rs1893590 (ABCG1), rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e rs5888 (SCARB1) 
sobre lípides, lipoproteínas plasmáticas, marcadores de adiposidade e de risco 
cardiovascular em um subgrupo de 590 indivíduos da população e de forma gênero-
específica; além disso, determinar se os polimorfismos, em conjunto, promovem 
modificações sobre estes parâmetros. 
 
 Manuscrito 3 - Avaliar se os miRNAs hsa-miR-33a e hsa-miR-128a são 
diferencialmente expressos em células mononucleares de sangue periférico de um 
subgrupo da população composto por indivíduos hipoalfalipoproteinêmicos e 
hiperalfalipoproteinêmicos; adicionalmente, investigar sua associação com as 
concentrações plasmáticas de HDL-C, aterosclerose carotídea subclínica, componentes 















































3.2 Capítulo 2 – Manuscrito submetido ao periódico Clinica Chimica Acta 
 
Title: Effects of SNPs rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), rs6720173 (ABCG5), 
rs6544718 (ABCG8) and rs5888 (SCARB1) on plasma lipids, lipoproteins and adiposity 
markers in a Brazilian population sample 
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Background: Several proteins control cholesterol homeostasis, as scavenger receptor class 
B type I and ATP-binding cassette transporters ABCA1, ABCG1, ABCG5 and ABCG8. 
Aim: To determine the effects of SNPs rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), 
rs6720172 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) and rs5888 (SCARB1) on plasma lipids, 
lipoproteins and adiposity markers in an asymptomatic normolipidemic Brazilian 
population. Subjects and methods: Volunteers (n=590) were selected and lipids, 





Plataform. Results: C allele of ABCA1 promoted a significant increase of HDL size in 
females, while in males VLDL-C and triglycerides decreased. ABCG1 C allele led to a 
decrease in apo A-I and higher activities of PON1 and CETP. SNP of ABCG5 promoted an 
increase of cholesterol and LDL-C in males; in addition, allele A of ABCG8 diminished 
adiposity markers in females. Regarding SCARB1 SNP, decreased adiposity markers in the 
total population and in females were observed. Multivariate analysis of variance showed 
that polymorphisms influence components of HDL metabolism, mainly through ABCG1. 
Conclusion: ABCA1 and ABCG5 polymorphisms have gender-specific effects on lipids and 
lipoproteins, while SCARB1 and ABCG8 SNPs influence adiposity markers in females. 
Additionally, variance analysis indicates a possible role of ABCG1 on HDL metabolism.  
 




1.  Introduction 
Cardiovascular diseases (CVD) are the main cause of death worldwide, and their 
development is associated with several factors, including blood lipid levels (Castelli, 1988). 
In fact, these heritable, modifiable risk factors can be directly related to CVD risk, such as 
the plasma levels of low density lipoprotein cholesterol (LDL-C) (Wilson, 1990), or 
inversely, such as the high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels (Gordon et al., 
1977, Maron, 2000). 
HDL particles exert multiple and important functions against atherosclerosis 
development. A large spectrum of antiatherogenic properties is discussed in the literature, 
and they are dependent of particle composition and interaction with cell receptors, 
transporters and enzymes (Kontush and Chapman, 2006). Regarding reverse cholesterol 
transport, where HDL particle mediates cellular cholesterol efflux, acting as primary 
acceptors (Rothblat and Phillips, 1982), cellular receptors and transporters as scavenger 
receptor class B type I (SR-BI) (Acton et al., 1996), ATP-binding cassette transporter A1 
(ABCA1) (Langmann et al., 1999) and ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1) 
(Wang et al., 2004) play key roles in cholesterol homeostasis. Other ABC transporters, as 
ABCG5 and G8, also participate in body cholesterol homeostasis, through the efflux of 
plant sterols back into the intestinal lumen (Berge et al., 2000).  
Factors that modulate circulating and tissue cholesterol levels have major impacts 
on atherosclerosis development, as cellular receptors and transporters described earlier. For 
example, ABCA1 gene represents the molecular basis for Tangier disease, a rare disorder of 
HDL deficiency characterized by severely reduced cholesterol efflux (Brooks-Wilson et al., 
1999). Additionally, mutations in either ABCG5 or ABCG8 lead to a rare recessive disorder, 
sitosterolemia, characterized by accumulation of cholesterol and plant sterols causing 
premature atherosclerosis (Berge et al., 2000). However, no severe disorders were 
associated with mutations in SCARB1 and ABCG1 genes in humans.  
Despite that, several SNPs in ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCG8 and SCARB1 
(SR-BI) genes have been studied to determine genetic contributors of variations in plasma 
lipids and lipoprotein levels, as well the impact over CVD development. However, the 
effects of these variations are poorly explored under normolipidemic and asymptomatic 
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conditions. In this regard, this study aimed to determine the main effects of SNPs 
rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), rs6720172 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) and 
rs5888 (SCARB1) on plasma lipids, lipoproteins and adiposity markers in an asymptomatic, 
normolipidemic Brazilian population sample and in both genders. 
 
2. Material and Methods 
 
2.1 Study subjects 
 
Five hundred ninety volunteers aged 18-75 years old, of both genders, were 
recruited from primary healthcare centers in Campinas/São Paulo/Brazil. The volunteers 
were informed about the research terms and signed an informed consent term approved by 
the Institutional Research Ethics Committee.  
The exclusion criteria comprised body mass index (BMI) ≥30 kg/m2, diabetes 
mellitus, metabolic syndrome, thyroid dysfunction, liver or kidney diseases, as well as 
smoking and alcohol abuse. Volunteers who were taking medications that interfere with 
lipid metabolism, such as statins and contraceptives, were not allowed on this protocol, as 
described previously by Parra et al (Parra et al., 2013).  
Clinical and anthropometric parameters were evaluated, as the measurements of 
weight, height, BMI, waist and hip circumference, systolic and diastolic blood pressure. In 
addition, the waist-to-hip and waist-to-height ratios, as well as the lipid accumulation 
product (LAP) and body adiposity index (BAI) were calculated as markers of body 
adiposity (Kahn, 2005, Bergman et al., 2011).  
Blood samples were drawn after 12h fasting for serum and EDTA plasma 
separation by centrifugation (4
o
C, 1000 x g, 10 minutes), and stored at -80°C until analysis. 
 




Plasma lipids and lipoproteins were measured after blood collection in an 
automated system Modular Analytics EVO P (Roche, Basel, Switzerland), using Roche 
Diagnostics reagents (Manheim, Germany) for total cholesterol, triglycerides and HDL-C. 
LDL-C was calculated by Friedwald’s equation (Friedewald et al., 1972) and very low-
density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) by triglycerides/5. 
Apolipoproteins A-I (apo A-I), B (apo B) and lipoprotein (a) (Lp(a)) were 
quantified by nephelometry in automated system (BNII/Marburg, Germany), using 
commercial reagents Dade-Behring® (Manheim, Germany).  
HDL particle size was measured in the Nanotrac particle size analyzer (Microtrac, 
USA) (Lima and Maranhao, 2004), where the measurements were performed in triplicate 
and each sample was analyzed three times, with 30 seconds of running time. The volume 
was calculated using the equation MV = ΣVidi / ΣVi, where M = mean volume; V = volume 
percent between sizes; d = size represented by center (geometric progression) between any 
two sizes and i = the intensity percent between sizes.  
Cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity was measured by a radioisotopic 
assay using an exogenous substrate  (Lagrost, 1998). The paraoxonase-1 (PON1) activity 
was measured using paraoxon (diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis, MO, 
USA) as substrate, as described previously by Kleemola (Kleemola et al., 2002). 
 
2.3 DNA extraction and polymorphism detection 
 
Genomic DNA was isolated from peripheral blood cells according to the method 
adapted from Gross-Bellard (Gross-Bellard et al., 1973). SNPs of ABCA1 (rs2275543), 
ABCG1 (rs1893590), ABCG5 (rs6720173), ABCG8 (rs6544718) and SCARB1 (rs5888) 
were detected in the TaqMan® OpenArray® Real-Time PCR Plataform (Applied 
Biosystems), and genotype calls were made by OpenArray SNP Genotyping Analysis 





2.4 Statistical analyses 
 
Statistical analyses were performed using SPSS 16.0 (SPSS Inc., USA) and SAS 
9.2 (SAS Institute Inc, NC, USA). The comparisons between the allele groups were 
determined by Mann-Whitney U (numeric variables) or Chi-square (categorical variables). 
The Hardy-Weinberg equilibrium was tested by the Chi-square test.  
Multivariate analysis of variance (MANOVA) was performed in total population 
to determine the influences of the studied polymorphisms on anthropometric, clinical and 
biochemical parameters.  
All data were expressed as mean ± standard deviation, and p-values below or equal 




The characteristics of the study population are demonstrated in table I, which 
summarizes the main clinical, anthropometric and biochemical characteristics of the study 
population. The volunteers of the study were 56% females and 44% males, 




Table I. General characteristics of study population 
Parameters Mean ± SD (n = 590) 
Gender (Female/Male) 331/259 
Age (years) 41 ± 14 
BMI (kg/m
2
) 23.6 ± 2.9 
WC (cm) 76.04 ± 10.32 
HC (cm) 93.82 ± 8.94 
Waist-to-hip ratio 0.81 ± 0.10 
Waist-to-height ratio 0.46 ± 0.06 
LAP (cm.mmol/L) 15.08 ± 12.19 
BAI (%) 26.36 ± 5.13 
SBP (mmHg) 119 ± 13 
DBP (mmHg) 78 ± 11 
Total cholesterol (mg/dL) 173 ± 31 
HDL-C (mg/dL) 57 ± 19 
Non HDL-C (mg/dL) 116 ± 26 
Triglycerides (mg/dL) 78 ± 29 
LDL-C (mg/dL) 101 ± 24 
VLDL-C (mg/dL) 16 ± 6 
Apolipoprotein A-I (mg/dL) 145.27 ± 36.66 
Apolipoprotein B (mg/dL) 76.36 ± 18.27 
Lp(a) (mg/dL) 18.28 ± 20.34 
HDL size (nm) 7.78 ± 0.77 
HDL volume (nm
3
) 196.61 ± 69.27 
CETP (%) 13.40 ± 5.63 
PON1 (µmol/min) 33.57 ± 25.46 
Data is represented by mean ± standard deviation (SD). BMI, body mass index. WC, waist circumference. HC, hip circumference. LAP, 
lipid accumulation product. BAI, body adiposity index. SBP, systolic blood pressure. DBP, diastolic blood pressure. HDL-C, high-
density lipoprotein cholesterol. LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. VLDL-C, very low density lipoprotein cholesterol. Lp(a), 
lipoprotein (a). CETP, cholesteryl ester transfer protein. PON1, Paraoxonase 1.  
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Table II presents genotype and allele frequencies of the five studied SNPs, and all 
studied polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium.  
Table II. Genotype and allele group frequencies of the studied SNPs 









































ABCA1, ATP binding cassete transporter A1. SCARB1, scavenger receptor class B type I. ABCG1, ATP binding cassete transporter G1. 
ABCG5, ATP binding cassete transporter G5. ABCG8, ATP binding cassete transporter G8.  
 
Regarding the analysis between the allele groups for the five polymorphisms in the 
total population, no significant differences were observed for ABCA1, ABCG5 and ABCG8 
genes. Conversely, as demonstrated on table III the comparison between allele groups of 
SCARB1 rs5888 demonstrates that the volunteers in the group CT+TT present lower waist-
to-height ratio, as well as BAI, two adiposity markers. For ABCG1 SNP, a significant 
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increase in CETP and PON1 activities was observed in the presence of C allele in the total 
population, despite the lower levels of apo A-I. 




Parameters CC (n=245) CT+TT (n=342) AA (n=226) AC+CC (n=359) 
Waist-to-height ratio 0.47±0.06 0.46±0.07* 0.47±0.07 0.46±0.06 
BAI (%) 27.02±5.14 25.89±5.10* 26.68±5.06 26.14±5.14 
Apo A-I (mg/dL) 143.95±37.14 146.17±36.29 149.02±37.81 142.99±35.80* 
CETP (%) 13.62±5.76 13.22±5.49 12.77±5.59 13.76±5.59* 
PON1 (µmol/min) 33.52±25.02 33.70±25.83 30.59±23.56 35.42±26.39* 
Data are the mean ± standard deviation. P, Mann-Whitney U. *p≤0.05. BAI, body adiposity index. Apo, apolipoprotein. CETP, 
cholesteryl ester transfer protein. PLTP, phospholipid transfer protein. PON1, Paraoxonase 1. 
 
3.1 Gender specific analyses 
Allele groups were also compared by gender. Table IV presents the significant 
differences found in females, and table V, in males. 
Table IV. Significant differences between allele groups of ABCA1 rs2275543, SCARB1 
rs5888 and ABCG8 rs6544718 in females 
 














WC (cm) 73.52±10.06 72.83±8.52 74.60±9.70 72.53±9.87* 74±10 71±9* 
Waist-to-height ratio 0.46±0.06 0.46±0.05 0.47±0.06 0.45±0.06* 0.47±0.07 0.45±0.06* 
BAI (%) 28.92±4.68 28.27±6.00 29.67±4.44 28.14±5.12* 29.09±4.23 28.25±5.47 
Framingham risk score 1.04±0.77 1.02±0.50 1.12±0.79 0.97±0.69* 1.05±0.82 1.04±0.60 
HDL size (nm) 7.83±0.72 8.06±0.66* 7.95±0.63 7.80±0.76 7.88±0.71 7.81±0.77 
HDL volume (nm
3
) 203.33±64.66 236.28±87.92* 211.28±74.66 206.50±65.43 212.87±72.86 198.64±61.89 




Table V. Significant differences between allele groups of ABCA1 rs2275543, SCARB1 
rs5888 and ABCG5 rs6720173 in males 
 














Waist-to-height ratio 0.85±0.07 0.86±0.07 0.85±0.07 0.85±0.07 0.85±0.07 0.85±0.07 
Cholesterol (mg/dL) 170±29 171±28 170±28 170±30 166±30 176±26* 
Non-HDL-C (mg/dL) 119±25 118±24 120±25 119±25 117±25 123±24* 
TG (mg/dL) 84±30 74±28* 83±30 82±30 84±29 80±32 
LDL-C (mg/dL) 102±23 103±22 103±24 102±23 100±23 107±22* 
VLDL-C (mg/dL) 17±6 15±6* 17±6 16±6 17±6 16±6 
Apo B-100 (mg/dL) 78.93±17.63 78.71±17.88 80.06±18.54 78.14±17.05 77±18 82±16* 
Lp(a) (mg/dL) 18.47±19.22 24.19±29.58 21.28±20.30 18.24±22.08* 18.18±20.34 21.59±23.16 
HDL volume (nm
3
) 182.10±62.70 178.83±79.77 182.71±67.49 180.79±64.83 186.2±62.6 173.8±68.8* 
Data are the mean ± standard deviation. P, Mann-Whitney U. *p≤0.05. HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol. TG, triglycerides. 
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. VLDL-C, very low-density lipoprotein cholesterol. Lp(a), lipoprotein (a).  
 
The comparisons for SNP rs2275543 of ABCA1 gene showed that the presence of 
C allele in females led to a significant increase in HDL particle size and volume and, in 
males, a decrease in levels of triglycerides and VLDL-C.  SCARB1 rs5888 also presents 
different effects. In females, as observed in the total population, anthropometric variables, 
such as waist circumference, BAI and waist-to-height ratio were lower in T allele. 
Conversely, only Lp(a) levels were decreased in males. No significant differences were 
observed in SNP rs6720173 of ABCG5 gene in females. Despite that, C allele group 
presented increased levels of total cholesterol, non-HDL-C, LDL-C and apo B in males in 
contrast to the reduced HDL volume. ABCG8 rs6544718 presents decreased waist 
circumference and waist-to-height ratio in females in A allele group and significant 




3.2 MANOVA analysis 
 
We also determined whether the five studied polymorphisms would influence, as a 
whole, the studied parameters. They were classified into three models: model 1 – adiposity 
markers (waist and hip circumferences), model 2 – lipids and lipoproteins (total cholesterol, 
HDL-C, triglycerides, LDL-C and VLDL-C) and model 3 – proteins and enzymes related to 
HDL metabolism (HDL size, CETP, PLTP and PON1). The results, which are shown in 
table VI, indicate that, according to Wilks criteria, polymorphisms influence proteins and 
enzymes related to HDL metabolism, mainly by the polymorphic allele C from ABCG1 
rs1893590, which was significantly associated with increased CETP (p=0.019) and PON1 
activities (p=0.002).  
Table VI. MANOVA analysis  
 Model 1 Model 2 Model 3 
Variable P-value P-value P-value 
ABCA1 (rs2275543) 0.499 0.263 0.173 
SCARB1 (rs5888) 0.161 0.792 0.339 
ABCG1 (rs1893590) 0.339 0.863 0.002 
ABCG5 (rs6720173) 0.801 0.773 0.628 
ABCG8 (rs6544718) 0.412 0.685 0.919 
Model 1- analyses adjusted for gender. Model 2 and 3 - analyses adjusted for gender and BMI. model 1 – adiposity markers (waist and 
hip circumference), model 2 – lipids and lipoproteins (total cholesterol, HDL-C, triglycerides, LDL-C and VLDL-C) and model 3 – 
proteins and enzymes related to HDL metabolism (HDL size, CETP, PLTP and PON1).  
 
4. Discussion  
 
This study presented significant associations of SNPs rs2275543 (ABCA1), 
rs1893590 (ABCG1), rs6720172 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) and rs5888 (SCARB1) 
with plasma lipids, lipoproteins and adiposity markers in an asymptomatic population; 
these polymorphisms also showed different effects on males and females.  
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ABCA1 protein mediates unesterified cholesterol and phospholipid efflux from 
peripheral cells to lipid-poor apolipoproteins, primarily apo A-I, which is essential for 
forming HDL particles (Voloshyna and Reiss, 2011). Common ABCA1 SNPs have been 
associated with potential functional effects; in fact, major associations have linked ABCA1 
variants with HDL-C levels (Frikke-Schmidt et al., 2004, Cohen et al., 2004). However, 
ABCA1 SNP rs2275543 was only previously associated with total cholesterol levels in an 
European population: in fact, the study indicate that C allele represents an independent 
factor for decreased total plasma cholesterol levels, even after adjustments for confunding 
factors as age, sex and BMI (Lu et al., 2010).  
Despite the lack of such associations in the population of our study, gender-
specific analyses revealed that in females, C allele of ABCA1 SNP was associated with a 
significant increase in HDL particle size and volume. As described by several authors, the 
main antiatherogenic properties of HDL have been associated with HDL2 subfractions; 
conversely, small HDL3 particles were associated with higher cardiovascular risk 
(Lamarche et al., 1997, Watanabe et al., 2006). Early findings showed that ABCA1 
expression in non-hepatic cells produce distinct, heterogeneous-sized nascent HDLs, which 
undergo intravascular metabolism to form mature HDL particles in plasma (Mulya et al., 
2008). Therefore, the increased HDL size showed by females with C allele, as well as its 
levels, could indicate a beneficial effect.  
Conversely,  a decrease in plasma triglycerides and VLDL-C was oberved, but 
only in males. The relationship between hepatic ABCA1 expression and triglycerides 
metabolism was previosly explored in vivo (Chung et al., 2010) and in vitro (Brown and 
Gibbons, 2001, Sparks et al., 1996). These studies suggest potential mechanisms by which 
hepatic ABCA1 regulates VLDL-triglycerides production. For exemple, in ABCA1 failure 
observed in  hepatocyte-specific ABCA1 knockout mice, the increased plasma triglyceride 
observed was attributed to a two-fold increase in hepatic triglyceride production due to 
greater secretion of large VLDL1 particles and decreased postheparin hepatic lipase and 
lipoprotein lipase activities when compared with wildtype mice. Furthermore, in vitro data 
suggest that nascent HDL particles, assembled by ABCA1, generate a cellular signaling 
that attenuates VLDL maturation and triglycerides secretion. 
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The decrease of triglycerides and VLDL-C observed in the presence of C allele in 
males indicates that this polymorphism could contribute to a possible increase in the 
transporter activity and, consequently, in cellular signaling through HDL. Additionaly, 
these novel findings in both genders confirm the role of polymorphism rs2275543 on 
plasma lipids and HDL metabolism, beyond its cholesterol levels. 
The membrane transporter ABCG1 also plays a key role in cellular lipid 
homeostasis by mediating cellular free cholesterol efflux to HDL (Vaughan and Oram, 
2005), and the gene is a candidate for possible important antiatherogenic properties. 
Nevertheless, no genetic diseases caused by ABCG1 mutations have been described in 
humans; however, a few polymorphisms identified in the regulatory region could regulate 
gene expression (Iida et al., 2002).  
SNP rs1893590 (c.-204A>C), located in the transcriptional site of ABCG1 gene, 
was reported as functional in the Spanish population (Abellan et al., 2010), where 
significant relationships were found between C allele and plasma HDL-C in females. 
Moreover, this SNP was found to be associated with lipoprotein lipase activity (Olivier et 
al., 2012). In the present study, no significant differences were observed in gender-specific 
analyses; however, the increase in CETP and PON1 activities plus the decrease in apo A-I 
levels in the total population indicate a possible role of this polymorphism in other 
pathways of HDL metabolism, specifically on its maturation and remodeling. A recent 
work by Gugliucci (Gugliucci, 2013) demonstrated in ex vivo experiments that HDL 
maturation optimized PON1 activity, and this process is blocked by CETP and LCAT 
inhibitors. We suggest that rs1893590 polymorphism could improve the maturation of HDL 
particles, reflecting on PON1 activity.  
ABC transporters G5 and G8 are responsible for plant sterol efflux back into the 
intestinal lumen, and its localization at the canalicular membrane of hepatocytes also 
facilitates cholesterol and plant sterol efflux to bile (Graf et al., 2003). ABCG5 and ABCG8 
genes are located in a head-to-head orientation on chromosome 2p21, and several common 
variants were identified; however, the associations with lipid levels are still inconsistent.  
Interestingly, in our study, the minor allele of ABCG5 polymorphism rs6720173 
was associated, only in males, with increased total cholesterol, LDL-C and apo B. Similar 
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findings were reported by Weggemans et al (Weggemans et al., 2002) for total cholesterol, 
while Viturro et al (Viturro et al., 2006) observed an increase in total cholesterol, LDL-C 
and apo B levels in children, but only in those within the lowest tertile of saturated fat 
intake. Mendez-Gonzales et al (Mendez-Gonzalez et al., 2011) studied ABCG5 and 
ABCG8 deficiency on triglycerides metabolism in mice, and concluded that this condition 
raises triglycerides levels by its impaired catabolism and increased liver and intestine 
secretion. Furthermore, the increase of atherogenic lipoproteins observed in allele C of 
ABCG5 polymorphism may reflect an accumulation of triglycerides-rich lipoproteins (LDL 
precursors) in a gender-specific manner.  
A meta-analysis comprising 3364 subjects from 16 studies showed that the 
presence of the minor allele of ABCG8  polymorphism rs6544718 was correlated with 
reduced LDL-C levels, but this reduction was considered clinically irrelevant (Jakulj et al., 
2010).  Furthermore, Berge et al (Berge et al., 2002) showed an association of this 
polymorphism with higher plasma cholesterol. No significant differences were observed 
regarding plasma lipids and lipoproteins in the total population and in gender-specific 
analyses for this polymorphism. In addition, the decreased waist circumference and waist-
to-height ratio were observed only in females, but no other reports suggest a possible anti-
adiposity effect for this polymorphism. 
The receptor SR-BI has a recognized role as a cell-surface HDL receptor, 
mediating the selective lipid uptake from these lipoproteins to cells (Acton et al., 1996). 
Additionally, SR-BI can mediate the bidirectional movement of unesterified cholesterol 
between lipoproteins and cells, but this process depends on the cholesterol concentration 
gradient between HDL particles and the plasma membrane (Jian et al., 1998) .  
SNP rs5888 of SR-BI gene (SCARB1), a C-to-T substitution at amino acid 350 in 
exon 8, has been associated with plasma levels of LDL-C and HDL-C (Acton et al., 1999). 
However, in the study population, no significant effects on plasma lipoproteins were 
observed; Andrade et al, in another cohort from Brazilian population, also did not observe 
changes in plasma HDL-C (Andrade et al., 2010).  
Adipose tissue expresses SR-BI, and adipocytes capture significant amounts of 
cholesteryl ester through the classical HDL delivery mechanism (Dagher et al., 2003). 
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Moreover, Yvan-Charvet et al (Yvan-Charvet et al., 2007) showed that insulin and 
angiotensin II increase the translocation of SR-BI in adipocytes, leading to an increased 
cholesterol influx from HDL. The role of SR-BI in adipose tissue was also explored by 
Zhang et al (Zhang et al., 2010), who demonstrated evidences, both in vitro and in vivo, 
that ABCA1 and SR-BI can also regulate adipocyte cholesterol efflux to apo A-I and 
mature HDL.  
In the present study, a decrease in adiposity markers was observed, both in the 
total population and in females, associated with the polymorphic allele T. Roberts et al 
(Roberts et al., 2007) demonstrated an increase in HDL-C levels in females, indicating  a 
possible association between T allele and SR-BI protein expression. In fact, Constantineau 
et al (Constantineau et al., 2010) showed that rs5888 variant is associated with reduced SR-
BI protein expression and function in vitro, as a direct consequence of changed SR-BI RNA 
secondary structure and inefficient protein translation. In view of these previous findings, 
the decreased adiposity markers observed in volunteers with the polymorphic allele T could 
indicate a possible modified SR-BI protein expression in adipocytes. 
In males, the major finding regarding rs5888 polymorphism was the lower Lp(a) 
levels in allele T group. Recently, Yang et al (Yang et al., 2013) reported that this pro-
atherogenic lipoprotein is a ligand for SR-BI receptor, promoting the selective lipid uptake 
of cholesteryl esters from Lp(a). To date, this is the first study associating rs5888 
polymorphism and Lp(a) levels in males, indicating a possible role of this polymorphism in 
regulating Lp(a) catabolism via SR-BI.  
To determine whether the five studied polymorphisms, together, affect a specific 
set of parameters, they were classified as follows: adiposity markers, lipids and lipoproteins 
and proteins/enzymes related to HDL metabolism. MANOVA analyses indicate that the 
interactions between the polymorphisms are related to proteins/enzymes related to HDL 
metabolism model, through the contribution of ABCG1 polymorphism rs1893590 (C allele) 
to increased CETP and PON1 activities, reinforcing its possible role over HDL maturation. 
A number of studies explored the associations of ABCA1, ABCG1, SCARB1, 
ABCG5 and ABCG8 polymorphisms on plasma lipids, lipoproteins, cardiovascular risk and 
other parameters related to cholesterol metabolism. However, the results should be 
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carefully considered because of the differences of ethnical groups, sample sizes, healthy 
status, diet, gender, and gene-environment interactions.  
Our data suggest that ABCA1 variant has different, but beneficial effects on both 
genders; also, the results raise the possibility that ABCG1 polymorphism is involved with 
HDL metabolism in different pathways. Furthermore, ABCG5 variation may reflect over 
pro-atherogenic lipoprotein profile in males, while ABCG8 and SCARB1 polymorphisms 
represent beneficial effects on adiposity markers in females. 
In conclusion, the analyses of ABCA1 (rs2275543), ABCG1 (rs1893590), ABCG5 
(rs6720173), ABCG8 (rs6544718) and SCARB1 (rs5888) variations in a representative, 
asymptomatic and normolipidemic Brazilian population provide new evidences that the 
studied polymorphisms act in different lipid and lipoprotein metabolism pathways, and 
have, in most cases, gender-specific behaviors. 
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3.3 Capítulo 3 – Manuscrito em revisão no periódico Gene 
 
Title: Asymptomatic individuals with high HDL-C levels overexpress ABCA1 and ABCG1 
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Considering the growing knowledge and perspectives on microRNAs (miRNAs) that 
control high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels and metabolism, this study 
aimed at evaluating whether hsa-miR-33a and hsa-miR-128a are differentially expressed in 
peripheral blood mononuclear cells from asymptomatic individuals with low and high 
HDL-C. It also determinated the miRNAS expression relating them with mRNA expression 
of ATP binding cassete transporters A1 (ABCA1), G1 (ABCG1) scavenger receptor class B 
type I (SCARB1) and cardiovascular risk accessed by carotid-intima media thickness 
(cIMT), and the presence of atherosclerotic plaques. Asymptomatic volunteers of both 
genders (n=51) were randomly selected and classified according to HDL-C (mg/dL) in 
Hypoalphalipoproteinemics (hypo, HDL-C≤39), Hyperalphalipoproteinemics (hyper, HDL-
C≥68) and controls (CTL, HDL-C≥40<68). cIMT, lipids, lipoproteins, HDL size and 
volume, C reactive protein and insulin were determined, as well as the activities of several 
proteins and enzymes related to HDL metabolism. Total RNA was extracted from 
peripheral blood mononuclear cells for relative quantification experiments. Hypo 
volunteers presented significantly higher levels of triglycerides, VLDL-C and insulin; in 
addition, HDL size and volume decreased when compared with Hyper. Regarding gene 
expression analysis, the Hyper group presented a significant decrease of 72% in hsa-miR-
33a and a significant increase in mRNA expression of ABCA1 and ABCG1 when compared 
with CTL. No significant differences were observed between the groups for hsa-miR-128a. 
In conclusion, this study revealed that healthy individuals with high HDL-C levels present 
increased mRNA expression of ABCA1 and ABCG1 in peripheral blood mononuclear cells; 
in fact, decreased hsa-miR-33a levels suggest regulatory role on the genes, probably 









Plasma levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) are considered a 
significant and independent predictor of cardiovascular disease (CVD) risk, according to 
evidences derived from clinical and epidemiological studies [1, 2]. Furthermore, HDL-C 
levels are under strong genetic control, and despite monogenic disorders, most cases result 
from the interaction between multiple genes and environmental factors [3]. 
The protective role of HDL particles is explained by their multiple properties, such 
as cholesterol efflux capacity, and antiinflammatory, antioxidant, antiapoptotic, 
vasodilatory, anti-thrombotic, as well as anti-infectious activities [4]. However, reverse 
cholesterol transport (RCT), in which HDL particles remove cholesterol from peripheral 
tissues and macrophages from the liver for excretion, has a particular key role in the 
development of atherosclerosis.  
Recent discoveries of microRNAs (miRNAs) that control HDL levels and function 
expanded the knowledge of the mechanisms regulating its biogenesis, uptake and RCT [5].  
In this regard, several miRNAs targets the ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), 
a transporter that controls the rate of cholesterol efflux to apolipoprotein A-I and 
consequently HDL biogenesis [6].  
The first to be identified as ABCA1 regulators were miR-33a and miR-33b [7, 8], 
which are embedded in intronic regions of sterol regulatory element–binding protein 2 
(SREBF2) and SREBF1, which code for the transcription factors SREBP2 and SREBP1. 
These factors control the expression of genes involved in cholesterol and fatty acid 
synthesis. ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1) contributes to cholesterol 
mobilization and efflux from cells, and it is also target of miR-33a/miR-33b [7]. In 
addition, miR-128a has been demonstrated as regulator of cholesterol metabolism in 
accordance with SREBP2, inhibiting ABCA1 and ABCG1 expression [9]. 
Scavenger receptor class B type I (SR-BI) is an important HDL receptor, which 
binds HDL particles and mediates the selective uptake of cholesteryl ester from HDL in 
vivo [10]; additionally, SR-BI also facilitates the bidirectional flux of free cholesterol and 
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phospholipids between HDL and cells [11]. Previous studies demonstrated that SR-BI 
levels are also regulated by miRNAs [12, 13]; however, the contribution of miR-33a and 
miR-128a to the posttranscriptional regulation of SR-BI in macrophage was not 
demonstrated yet.   
This study aimed at evaluating whether microRNAs hsa-miR-33a and hsa-miR-
128a are differentially expressed in peripheral blood mononuclear cells from asymptomatic 
individuals with low and high HDL-C levels, as well as evaluating them with respect to 
mRNA expression of ABCA1, ABCG1 and SCARB1 and carotid atherosclerosis. 
 
2. Materials and Methods 
 
2.1 Study subjects 
 
Volunteers of both genders were recruited from Primary Health Care Centers in 
Campinas (SP-Brazil). Nonsmokers, asymptomatic individuals with body mass index 
(BMI) lower than 30 kg/m
2
, without regular use of any medications that interfere with lipid 
metabolism and daily intake of alcohol lower than 14g, as previously described, were 
included [14].  
Thus, 51 volunteers were selected and classified, according to plasma HDL-C 
levels (mg/dL), into three groups: hypoalphalipoproteinemics (Hypo, HDL-C≤39), 
hyperalphalipoproteinemics (Hyper, HDL-C≥68) and controls (CTL, HDL-C≥40<68). 
They were invited for blood collection for Real Time PCR analysis.  
The study was approved by the Research Ethics Committee of the Faculty of 
Medical Sciences, University of Campinas and each participant provided a written 






2.2 Clinical and anthropometrical data 
 
Clinical and anthropometrical data as body weight, height, BMI, waist and hip 
circumference, as well as systolic and diastolic blood pressures (SBP and DBP, 
respectively) were obtained at admission. Moreover, waist-to-hip and waist-to-height ratios, 
body adiposity index (BAI = ((hip circumference)/((height)
1.5
)–18)) and lipid accumulation 
product (LAP, for males = (waist circumference - 65) x triglycerides) for  females = (waist 
circumference - 58) x triglycerides)) [15, 16] were calculated. 
 
2.3 Biochemical analysis 
 
Venous blood samples were drawn after a 12-hour fasting period. Serum and 
EDTA plasma were separated by centrifugation (4°C, 1000 x g, 10 minutes) and stored at -
80°C until analysis. Total cholesterol, triglycerides and HDL-C were measured in 
automated system Modular Analytics
®
 EVO  (Roche Diagnostics, Burgess Hill, West 
Sussex, UK), using Roche Diagnostics® reagents (Mannheim, Germany). LDL-C was 
calculated by Friedwald equation and very low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) 
by triglycerides/5 [17].  
Apolipoproteins A-I (apo A-I), B (apo B) and lipoprotein (a) (Lp(a)) were 
determined by nephelometry in automated system BN II (Siemens Healthcare Diagnostics, 
Marburg, Germany), using commercially available assays (Dade-Boehringer®, Deerfield, 
Illinois, USA). C-reactive protein (CRP) was measured using the Tina-quant
®
 CRP (latex) 
high sensitivity assay (Roche Diagnostics
®
, Mannheim, Germany) by immunoturbidimetry. 
Insulin was determined using an ELISA assay (Human Insulin ELISA kit, Millipore 
Corporation, MA, USA). Homeostasis Model Assessment (HOMA) Calculator 2.2.2 
(University of Oxford, UK) was used to estimate the insulin sensitivity (HOMA-S) and β 




2.3.1 HDL particle size and volume determinations 
 
HDL was isolated by the precipitation of apo-B containing lipoproteins with 
polyethylene glycol (PEG) 8000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), as previously reported 
[19]. After PEG precipitation, HDL samples were maintained at 25°C in a heat block and 
immediately analyzed by the dynamic light scattering (DLS) technique Nanotrac Particle 
Size Analyzer (Microtrac, North Largo, Florida, USA) [20]. The measurements were 
performed in triplicate and each sample was analyzed three times with 30 seconds of 
running time. A 100nm polymeric nanoparticle was used as the standard and a control 
sample obtained from the same individual plasma was used in all determinations. HDL 
volume (nm
3
) was calculated using the Microtrac FLEX Software (Microtrac, USA). 
 
2.3.2 Components of HDL metabolism 
 
Cholesteryl ester transfer protein (CETP) and phospholipid transfer protein 
(PLTP) activities were determined using exogenous radiometric assays, and PLTP mass 
was measured by ELISA, as previously described [21, 22]. 
Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were measured in post-
heparin plasma samples on the basis of fatty acid release, using a radiolabeled triolein 
emulsion as substrate and NaCl (1M) as LPL inhibitor [23]. Plasma exogenous lecithin: 
cholesterol acyltransferase (LCAT) activity (nmol/mL/h) was determined using a 
recombinant HDL3 and endogenous activity (% CE) by the rate of esterification of 14C-free 
cholesterol by LCAT in the subject HDL [24, 25]. Paraoxonase-1 (PON-1) activity was 







2.4 Real-Time PCR Analysis 
 
2.4.1 RNA extraction  
 
Peripheral blood mononuclear cells were isolated by density gradient using 
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and total RNA was isolated using 
TRIzol
® 
(TRIzol Reagent – Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), both following the 
manufacturer’s protocol. RNA concentration was determined using the Qubit® 
Quantitation Platform with the Quibt® RNA BR Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA). The purity was determined by UV spectrophotometry at 260/280 nm and 260/230 
nm with the Epoch (Bioteck, Winooski, Vermont, USA), and RNA integrity was analyzed 
by 1% agarose gel electrophoresis. 
 
2.4.2 mRNA expression 
 
Complementary DNA (cDNA) was obtained by reverse transcription reaction, 
using a commercially available set of High Capacity cDNA Archive Kit (Applied 
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) and random primers, according to standard protocol.  
Gene expression analysis of ABCA1, ABCG1 and SCARB1 were performed using 
quantitative real-time PCR with the Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, CA, USA), and the experiments were carried out using the human 
commercial available assays Hs01059118_m1, Hs00245154_m1 and Hs00194092_m1, 
respectively. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), hypoxanthine guanine 
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) and phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) were used as 
endogenous controls.  
Reactions were performed using 6.25μl of TaqMan® PCR MasterMix (Applied 
Biosystems, CA, USA), 0.625μl of primers and probes, 1.625μl of water, and 4μl of cDNA. 
Cycle conditions were 50°C for 2 minutes, 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 
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95°C for 15 seconds, and 60°C for 1 minute. All relative quantification experiments were 
performed in triplicate and the mRNA expression levels of each gene was calculated using 
the 2
-ΔΔCT
 (comparative threshold cycle, or CT) method [27]. 
 
2.4.3 miRNA expression 
 
To analyze the expression of hsa-miR-33a (MIMAT0004506, 2135) and hsa-miR-
128a (MIMAT0000424, 2216), reverse transcription was performed using High Capacity 
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)  of each miRNA-specific 
cDNA, 10ng of total RNA in a 15μl reaction volume containing 1X RT buffer, 0.15μl of 
100mM dNTPs, 0.19μl of RNase inhibitor (20 units/ml), 1μl of MultiScribeTM Reverse 
Transcriptase (50 units/ml) and 3μl of each of the miRNA specific stem-loop primers.  
Quantitative real-time PCR was performed after cDNA amplification, and the 
reactions were performed using 6.0μl of TaqMan® Universal PCR MasterMix (Applied 
Biosystems), 0.625μl of primers and probes, 1.625μl of water, and 4μl of cDNA. The 
reaction conditions were as follows: 50°C for 2 minutes, then 95 °C for 10 minutes, 
followed by 40 cycles of 95 °C for 15 seconds and 60°C for 1 minute in the Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).  
All relative quantification experiments were performed in triplicate and the results 
were normalized to the expression of the small nuclear RNAU6B (U6 snRNA, 1973). The 
hsa-miR-33a and hsa-miR-128a expression was calculated by using the 2
-ΔΔCT
 method [27]. 
 
2.5 Carotid intima-media thickness measurements 
 
High resolution B-mode carotid ultrasonography was performed by a trained 
sonographer, who was blinded to the subject identity, using a 6-9MHz linear array 
ultrasound imaging system (ATL HDI 1500 and 3500 Ultrasound System, Advanced 
Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA). The volunteers were examined in 
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dorsal decubitus with the head elevated about 20 degrees and rotated 45 degrees, and the far 
wall of the distal 1cm of the left and right common carotid arteries was scanned according 
to a standardized method [28]. The mean cIMT was calculated as the average of five 
measurements on each side (right and left) and expressed in mm. Carotid atherosclerotic 
plaques were also acessed by ultrasonography.  
 
2.6 Statistical analysis 
 
The analyses were performed using the software SPSS Statistics 16.0. A two-sided 
p-value ≤0.05 was considered as statistically significant, and p-values >0.05 and ≤0.09 
were considered borderline. 
The normal distribution of the studied variables was determined by the 
Kolmogorov-Smirnov test. Comparisons between HDL-C groups were performed using 
Kruskal-Wallis or ANOVA, for non-normal and normal data, respectively, followed by the 
Bonferroni’s test. Chi-square test was performed for categorical variables. When necessary, 




The study comprised nonobese and asymptomatic subjects, 51% of females and 
49% of males aged 21-71 years. Clinical and anthropometric characteristics, along with 







Table 1. Clinical, anthropometric and biochemical characteristics of Hypo, Hyper and CTL 
volunteers 
Parameters Hypo (n=17) CTL (n=17) Hyper (n=17) p 
Gender, F/M 8/9 9/8 9/8 0.734 
Age, years 39 ± 13 48 ± 16 50 ± 10 0.037
a
 
BMI, kg/m2 23.7 ± 2.4 22.8 ± 2.0 22.7 ± 2.1 0.365 
Waist circumference, cm 76 ± 9 75 ± 8 72 ± 5 0.312 
Hip circumference, cm 93 (11) 92 (11) 90 (10) 0.326 
Waist-to-hip ratio 0.83 (0.08) 0.78 (0.11) 0.80 (0.06) 0.791 
Waist-to-height ratio 0.46 ± 0.06 0.45 ± 0.05 0.44 ± 0.03 0.453 
LAP, cm.mmol/L 19.34 ± 12.61 16.81 ± 9.64 8.70 ± 6.21 0.009
a
 
BAI, % 26.16 ± 5.75 24.47 ± 7.49 23.59 ± 6.81 0.542 
SBP, mmHg 120 (15) 120 (18) 120 (20) 0.549 
DBP, mmHg 80 (3) 80 (12) 80 (4) 0.693 
Mean cIMT, mm 0.55 (0.31) 0.58 (0.41) 0.70 (0.12) 0.184 
Plaques (Y/N) 4/12 6/10 3/13 0.478 
Total cholesterol, mg/dL 158 ± 20 178 ± 19 201 ± 34 <0.0001
a,c
 
HDL-C, mg/dL 36 (7) 48 (28) 79 (18) - 
Non HDL-C, mg/dL 123 ± 19 128 ± 20 121 ± 29 0.689 
Triglycerides, mg/dL 105 ± 32 92 ± 37 66 ± 20 0.002
a,c
 
LDL-C, mg/dL 102 ± 17 109 ± 16 107 ± 27 0.650 
VLDL-C, mg/dL 21 ± 6 19 ± 7 13 ± 4 0.002
a,c
 
Apo A-I, mg/dL 115 ± 19 146 ± 31 182 ± 27 <0.0001
a,b,c
 
Apo B, mg/dL 83 ± 20 87 ± 13 81 ± 21 0.694 
Lp(a), mg/dL 9.84 (23.74) 14.55 (22.07) 6.34 (22.75) 0.653 
hsCRP, mg/L 0.80 (1.80) 1.60 (3.50) 0.70 (0.80) 0.201 
Insulin, uU/mL 5.91 ± 3.55 4.85 ± 2.97 3.30 ± 1.35 0.030
a
 
HOMA-S 1.22 ± 0.70 0.93 ± 0.58 0.69 ± 0.28 0.027
a
 
HOMA-β 116.65 ± 79.69 82.70 ± 59.46 58.93 ± 34.07 0.027a 
Hypo, hypoalphalipoproteinemia, HDL-C <39mg/dL. Hyper, hyperalphalipoproteinemia, HDL-C>68mg/dL.  CTL, controls, HDL-C 
between 40-67mg/dL. F, females. M, males. BMI, body mass index. LAP, lipid accumulation product. BAI, body adiposity index. SBP, 
systolic blood pressure. DBP, diastolic blood pressure. cIMT, carotid intima-media thickness. Y, yes. N, no. HDL-C, high-density 
lipoprotein cholesterol. LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. VLDL-C, very-low density lipoprotein cholesterol. Apo, 
apolipoprotein. Lp(a), lipoprotein (a). hsCRP, high sensitivity C-reactive protein. HOMA, Homeostasis Model Assessment. Normal and 
non-normal data are presented as mean ± standard deviation and median (interquartile range), respectively. P-values: ANOVA or 
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Kurskal-Wallis. Significant differences (p≤0.05) by Bonferroni were indicated by a Hypo≠Hyper, b Hypo≠CTL and c Hyper≠CTL. 
Comparasions adjusted by ANCOVA for age, gender and BMI.  
No significant differences were observed between the groups regarding cIMT, 
atherosclerotic plaques or C-reactive protein. However, Hypo volunteers presented 
significantly higher plasma levels of triglycerides, VLDL-C, insulin, HOMA-S and 
HOMA-β when compared with Hyper individuals.  
Furthermore, several parameters related to HDL metabolism were evaluated and 
compared, as showed by table 2. HDL particle size was significantly increased by 16% and 
HDL volume by 54% in Hyper when compared with Hypo group; additionally, PLTP mass 
was 34% lower in Hypo individuals. 
Table 2. Differences among components of HDL metabolism in Hypo, Hyper and CTL 
volunteers 
Parameters Hypo (n=17) CTL (n=17) Hyper (n=17) p 





 117.16 ± 22.51 139.84 ± 29.38 180.87 ± 28.26 <0.0001
a,c
 
PON1, µmol/min 30.00 (63.25) 31.85 (41.68) 17.60 (38.80) 0.569 
CETP, % 12.00 ± 3.80 14.15 ± 6.13 12.50 ± 4.59 0.438 
HL, nmolesFFA/mL/h 6936 ± 3565 5735 ± 4900 5291 ± 3349 0.477 
LPL, nmolesFFA/mL/h 2692 (2694) 5882 (4210) 5038 (4739) 0.369 
LCAT, nmol/mL/h 15.98 ± 7.49 17.83 ± 7.93 17.68 ± 7.09 0.788 
LCAT, % CE 3.61 ± 1.11 3.60 ± 2.13 2.29 ± 0.56 0.075 
PLTP, nmolesFC/mL/h 6099 ± 2407 6082 ± 3555 6266 ±2824 0.981 
PLTP mass, ug/mL 5.43 ± 0.97 7.05 ± 1.16 7.30 ± 0.89 0.0001
a,b
 
Hypo, hypoalphalipoproteinemia, HDL-C <39mg/dL. Hyper, hyperalphalipoproteinemia, HDL-C>68mg/dL.  CTL, controls, HDL-C 
between 40-67mg/dL. PON1, paraoxonase 1. CETP, cholesteryl ester transfer protein. HL, hepatic lipase. LPL, lipoprotein lipase. FFA, 
free fatty acids. LCAT, lecithin cholesterol acyl transferase. PLTP, phospholipid transfer protein. CE, cholesteryl ester. FC, free 
cholesterol. Normal and non-normal data are presented as mean ± standard deviation and median (interquartile range), respectively.  P-
values: ANOVA or Kurskal-Wallis. Significant differences (p≤0.05) by Bonferroni were indicated by a Hypo≠Hyper, b Hypo≠CTL and c 
Hyper≠CTL. Comparasions adjusted by ANCOVA for age, gender and BMI. 
ABCA1, ABCG1 and SCARB1 mRNA expression was determined and compared 
among the groups, as shown by figure 1. ABCA1 mRNA expression was 34% higher in 
Hyper when compared with Hypo group. Moreover, in the analysis between Hyper and 





Figure 1. Gene expression of ABCA1, ABCG1, and SCARB1 in Hypo, CTL and Hyper 
volunteers. *p≤0.05 for Hypo x Hyper; ** p≤0.05 for Hyper x CTL. 
 
In the comparisons of hsa-miR-33a expression among the three groups Hyper 
volunteers, when compared with CTL group, presented a significant decrease of 72% (hsa-
miR-33a: Hyper, 0.13(0.27); CTL, 0.47(0.81); p=0.032). Regarding hsa-miR-128a 




The present study investigated the expression of hsa-miR-33a and hsa-miR-128a 
in peripheral blood mononuclear cells from asymptomatic individuals with low and high 
HDL-C levels. In fact, we demonstrated that hsa-miR-33a is differentially expressed in high 
HDL-C individuals, and both ABCA1 and ABCG1 are overexpressed.  
In addition to these findings, hypo and hyper volunteers present several metabolic 
differences. Low HDL-C phenotype is highly associated with metabolic disorders and 
cardiovascular risk, as well as an inflammatory and oxidative phenotype [29]. Moreover, 
previous studies suggested that low HDL-C could represent a causative role in the 
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development of insulin resistance [30]; epidemiologically, low HDL-C may lead to the 
development of diabetes mellitus [31].  
Dyslipidemia observed in insulin resistance states are usually associated with 
increased hepatic production of VLDL [32-35], leading to altered HDL composition 
through the CETP and hepatic lipase activities. Small, dense HDL particles produced are 
rapidly catabolized, and consequently HDL-C levels are decreased [36]. Similarly, 
asymptomatic individuals of the study, characterized by low plasma HDL-C levels, present 
a significant increase of insulin, HOMA indexes, VLDL-C and triglycerides. In addition, 
HDL particle size and volume were significant lower, indicating a possible increase in HDL 
catabolism.  
Previous findings from our group in another cohort of healthy, normal weight 
individuals, demonstrated that plasma HDL-C variations are related to several parameters 
controlling plasma lipoprotein metabolism and to the degree of insulin sensitivity [37]. In 
fact, the isolated low HDL-C is commonly found with hyperinsulinism, without 
hypertriglyceridemia or other lipoprotein variations [36, 38]. 
Despite the lack of significant differences of CETP, hepatic lipase and lipoprotein 
lipase between Hypo and Hyper individuals, the PLTP mass diminish by 26% in Hypo 
group. As previous demonstrated in 2002 by Oka et al [39], PLTP activity was similar 
between Hypo and CTL individuals, while PLTP mass was significantly lower, probably 
due the absence of inactive PLTP. In fact, low HDL-C phenotype and/or increased 
triglycerides alter the distribution of active and inactive PLTP [40, 41]. Additionally, 
Yatsuya et al [42] demonstrated in a prospective study that serum PLTP mass is inversely 
associated with the risk of coronary heart disease, independently of HDL-C, triglycerides 
and other established risk factors. 
In addition, mRNA ABCA1 expression was significantly decreased in the Hypo 
group in relation to Hyper individuals. ABCA1 gene is primarily regulated by the liver X 
receptor [43]; furthermore, SREBP2 in hepatocytes also contributes to ABCA1 expression 
to maintain cholesterol homeostasis [44]. Since ABCA1 plays an important role in the 
balance of cellular cholesterol in monocytes and macrophages, preventing the 
development/progression of atherosclerotic lesions, the posttranscriptional regulation of 
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ABCA1 has received growing attention due to the discovery of several potential therapeutic 
targets, as reviewed by Lv et al [45].  
It is possible that ABCA1 mRNA levels were down-regulated in Hypo individuals 
by the interaction of several factors, including ABCA1 regulation by insulin and miRNAs. 
Evidences indicated that insulin decrease ABCA1 specific activity by its phosphorylation at 
a specific site; still, insulin down-regulates ABCA1 protein level in cultured cells, probably 
accelerating its degradation [46, 47]. Conversely, it would be expected a significant 
difference regarding the studied miRNAs, due to its emerging role in  lipid metabolism 
(HDL biogenesis and cholesterol homeostasis, fatty acids, phospholipids and triglycerides, 
bile acid metabolism), inflammatory response, insulin signaling and glucose/energy 
homeostasis.  
Concerning the study group characterized by high HDL-C levels, ABCA1 and 
ABCG1 mRNA expression were significantly increased when compared with 
normolipidemic individuals. Additionally, hsa-miR-33a expression was 72% lower in this 
group. Several algorithms predict the presence of miR-33a binding sites in the 3’UTRs of 
genes involved in cholesterol transport, including ABCA1 and ABCG1, suggesting a 
regulatory role in maintaining cellular cholesterol homeostasis. In fact, several studies 
highlight the regulatory role of miR-33 in ABCA1 and ABCG1 expression [48-51], leading 
to several efforts to demonstrate the potential of miR-33 as a therapeutic target.  
The silencing of miR-33 in mice, using modified antisense oligonucleotides or 
viral delivery of hairpin inhibitors, increased hepatic ABCA1 expression and HDL-C levels 
by 35%; additionally, the antagonism of miR-33 in vivo enhanced the RCT [7, 8, 52, 53]. 
The anti-miR-33 therapy also resulted in increased plasma HDL-C in non-human primates 
[54, 55].  
Decreased miR-33a in individuals with high HDL-C levels compared with the 
control group, plus the higher mRNA of ABCA1 and ABCG1 strongly indicates the 
regulatory role of this miRNA in healthy individuals, probably contributing to increased 
cholesterol efflux and reverse cholesterol. Conversely, the relationship of miR-33 in the 
initiation and progression of atherosclerosis is still limited and conflicting in animal models 
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[56, 57]. In this study, mir-33a was not associated with early atherosclerosis or carotid 
plaques determined by cIMT or systemic inflammation, accessed by CRP levels.  
We also determined the hsa-miR-128 expression due the previous findings that 
indicated its role in ABCA1, ABCG1 and SREBP1 modulation in mice [9]; meanwhile, no 




In conclusion, the present study revealed that healthy individuals with high HDL-
C levels present increased mRNA expression of ABCA1 and ABCG1 in peripheral blood 
mononuclear cells; in fact, the decreased hsa-miR-33a levels suggests its regulatory role on 
the genes. Additional research is necessary to elucidate the mechanisms underlying the 
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4. Discussão geral 
 
Neste estudo foram investigados os polimorfismos rs2275543 (ABCA1), 
rs1893590 (ABCG1), rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e rs5888 (SCARB1) em 
uma população normolipidêmica e assintomática. Em paralelo, foi avaliado em um 
subgrupo de voluntários a expressão de dois miRNAs e as suas repercussões sobre as 
expressões de ABCA1, ABCG1 e SCARB1 bem como sobre os parâmetros do metabolismo 
lipídico e aterosclerose subclínica. 
O transportador ABCA1 é uma proteína transmembrana cujo papel funcional 
envolve o efluxo de colesterol livre e fosfolípides para a HDL nascente, passo fundamental 
para a biogênese da partícula e transporte reverso de colesterol. Desta forma, o ABCA1 
participa ativamente da homeostase corpórea de colesterol e sua deficiência contribui 
significativamente para o desenvolvimento da aterosclerose (323), como destacado na 
introdução. 
Em adição às variantes genéticas raras, os polimorfismos têm sido extensivamente 
associados a potenciais efeitos funcionais, inclusive refletindo sobre as concentrações 
plasmáticas de HDL-C (193-194). 
O polimorfismo rs2275543, objeto deste estudo, está localizado na região 
intrônica de ABCA1 e constitui uma troca de timina (T) por citosina (C) (14786T>C). Foi 
previamente estudado apenas em uma população composta de 3575 indivíduos de ambos os 
gêneros, de origem Europeia. Desta forma, Lu e colaboradores demonstraram que o alelo 
polimórfico C representa um fator independente para a redução das concentrações 
plasmáticas de colesterol, mesmo após ajuste para fatores como idade, gênero, índice de 
massa corpórea, tabagismo e consumo de álcool (225).  
Na população deste estudo, não foram observadas diferenças significantes em 
relação aos parâmetros estudados; inclusive, as análises de interação individuais (ANOVA 
para dois fatores) não mostraram quaisquer associações entre este SNP e o gênero, idade e 
IMC que pudessem produzir diferenças nas variáveis clínicas, bioquímicas e 
antropométricas estudadas. Entretanto, as análises comparativas nos gêneros revelaram que 
na presença do alelo C, no sexo feminino, ocorre um aumento significante no tamanho e 
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volume das partículas de HDL, enquanto no sexo masculino houve uma redução expressiva 
nas concentrações plasmáticas de triglicérides e VLDL-C.  
Como as subpopulações da HDL diferem em diâmetro, e a concentração das 
partículas maiores de HDL são consistentemente associadas à redução do risco 
cardiovascular, a média do tamanho da HDL pode representar uma medida integrativa do 
perfil da partícula e da sua heterogeneidade (324-325). Além disso, Parra e colaboradores 
demonstraram que o diâmetro da partícula de HDL é um melhor preditor para aterosclerose 
carotídea do que as medidas convencionais de HDL-C em indivíduos de baixo risco 
cardiovascular (326). 
Desta forma, os resultados observados no sexo feminino sugerem que a presença 
do alelo C pode contribuir para um potencial perfil lipoproteico antiaterogênico, 
caracterizado principalmente pelo aumento de diâmetro e do volume da HDL.   
Quanto aos resultados observados no sexo masculino, a relação entre a expressão 
de ABCA1 hepático e o metabolismo de triglicérides foi previamente explorada in vivo e in 
vitro sugerindo os potenciais mecanismos da regulação da produção de VLDL hepática por 
ABCA1. Por exemplo, em camundongos nocaute para o ABCA1 hepático foi observado um 
aumento de triglicérides no plasma, e este aumento foi atribuído a um incremento 
significativo na produção de triglicérides e secreção de partículas de VLDL1, além de uma 
redução na atividade da lipase hepática e lipoproteína lipase em comparação aos 
camundongos selvagens. Já os estudos in vitro indicam que as partículas de HDL nascentes, 
que são resultado da interação da apo A-I com o ABCA1, promovem uma sinalização 
celular que atenua a maturação da VLDL e consequentemente a secreção de triglicérides 
(327-328). Portanto, a diminuição de triglicérides e VLDL-C observadas nos indivíduos do 
sexo masculino com a presença do alelo C do polimorfismo rs2275543 em ABCA1 pode 
indicar que esta variante potencialmente contribui para um aumento na atividade do 
transportador, e, consequentemente, nas vias de sinalização intermediadas pela HDL 
nascente. Desta forma, os achados em ambos os gêneros confirmam que o polimorfismo 
rs2275543 de ABCA1 apresenta um papel relevante sobre os lípides plasmáticos e sobre o 
metabolismo da HDL, independentemente de suas concentrações.  
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O transportador ABCG1 também desempenha um importante papel na homeostase 
do colesterol, uma vez que é expresso em uma variedade de tecidos, inclusive macrófagos, 
e facilita a redistribuição do colesterol intracelular favorecendo o efluxo destas moléculas 
para as partículas maduras de HDL (230). Este papel sustenta a possibilidade do 
envolvimento deste transportador na proteção do desenvolvimento de aterosclerose, 
entretanto esta relação ainda não foi completamente esclarecida.  
Apesar disto até então nenhuma doença monogênica em humanos foi associada a 
mutações em ABCG1; em contrapartida, estudos em diferentes modelos animais 
demonstram que a ausência de expressão de ABCG1, somada a uma dieta enriquecida em 
colesterol, leva a um acúmulo pronunciado de lípides em diversos tecidos, bem como uma 
redução nas concentrações de HDL-C. Além disso, a deficiência combinada de ABCA1 e 
ABCG1 em macrófagos promove um aumento de atividade inflamatória e aterosclerose em 
camundongos (329-330).  
Em humanos, diversos estudos tem investigado a relação entre a presença de 
variantes no gene de ABCG1, o metabolismo de lípides e lipoproteínas e o risco de 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares ateroscleróticas. O polimorfismo rs1893590, 
localizado na região de transcrição do gene, é responsável pela troca de adenina (A) por 
citosina (C) (c.-204A>C) e já foi explorado em outras populações.  
Abellan e colaboradores (252) avaliaram em 1473 indivíduos da população 
espanhola a influência de diversos SNPs em ABCA1, ABCG1, ABCG5 e ABCG8 sobre 
colesterol total, LDL-C e VLDL-C no período pós-prandial, e observaram uma relação 
significante entre o SNP rs1893590 e as concentrações de HDL-C no sexo feminino; 
entretanto, esta relação não permaneceu após ajuste para ingestão calórica ou consumo de 
lípides. Em nosso trabalho também testamos a relação entre este SNP e os gêneros, mas 
nenhuma diferença para as concentrações de HDL-C foi observada entre os dois grupos. 
Apesar da ausência de resultados significativos entre os gêneros, a presença do 
alelo polimórfico C, na população total, promoveu uma redução significante em apo A-I em 
oposição ao aumento na atividade de CETP e PON1. Estes resultados indicam que este 
polimorfismo potencialmente influencia algumas vias do metabolismo da HDL, por 
mecanismos ainda a serem determinados. Oliver e colaboradores (253) mostraram que o 
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polimorfismo rs1893590, em indivíduos dislipidêmicos, é associado à atividade plasmática 
da lipoproteína lipase, o que indica que o ABCG1 regula a biodisponibilidade desta enzima 
secretada por macrófagos, e promove o acúmulo de lípides na presença de lipoproteínas 
ricas em triglicérides; ou seja, este transportador apresentaria um potencial papel 
aterogênico em situações metabólicas associadas ao aumento destas classes de 
lipoproteínas. Neste sentido, verificamos em um subgrupo de nossa população (anexo 3.1) 
a atividade da lipoproteína lipase, mas nenhuma diferença significante foi observada entre 
os grupos de alelos. Este achado provavelmente indica que o mecanismo de regulação desta 
enzima pelo polimorfismo pode ser resultado de um conjunto complexo de interações entre 
as variáveis, e depende das características da população estudada. 
Observamos neste trabalho que as concentrações de HDL-C, tamanho e volume da 
partícula de HDL foram modulados pela presença do alelo C de acordo com categorias de 
idade (≥60 anos e <60 anos) e IMC (≥25kg/m2 e <25kg/m2). Tanto nos indivíduos com 
menos de 60 anos quanto nos voluntários sem sobrepeso ou obesidade a presença do alelo 
C foi associada à diminuição das concentrações de HDL-C, apo A-I e tamanho e volume da 
partícula de HDL.  
Estes achados nos levaram a especular que os indivíduos com genótipo 
homozigoto selvagem (genótipo AA) poderiam ter partículas de HDL mais efetivas na 
remoção de colesterol de células espumosas, caso sua composição revelasse um maior 
conteúdo de fosfolípides, por exemplo (331). Para explorar esta possibilidade, 
determinamos a composição química das partículas de HDL em relação a sua massa total 
(apo A-I, triglicérides, colesterol esterificado, colesterol livre e fosfolípides; anexo 3.2) em 
um subgrupo de 81 indivíduos com IMC<25kg/m
2
 e idade <60 anos da população estudada, 
mas nenhuma diferença significante foi observada, possivelmente devido ao número 
limitado de indivíduos analisados.  
O aumento no tamanho da HDL também poderia ser explicado por um aumento na 
atividade de LCAT, uma vez que esta enzima tem um papel crítico para o transporte 
reverso de colesterol (106, 332). Assim, a atividade endógena e exógena da LCAT foi 
determinada em um subgrupo de 207 indivíduos (anexo 3.3), sendo que a atividade 
exógena foi significativamente maior no grupo AC+CC, um paradoxo se considerarmos 
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que este grupo é caracterizado pela diminuição tanto do diâmetro de HDL quanto de HDL-
C no plasma. Em contrapartida, Dullart e colaboradores (333) observaram que o aumento 
de atividade de LCAT não prediz a redução de risco cardiovascular; ainda, Subbaiah e 
colaboradores propuseram que a taxa de esterificação de substratos endógenos é 
fisiologicamente mais relevante (334), e esta análise não foi significante entre os grupos.  
Em conjunto, estes achados evidenciam que o polimorfismo rs1893590 em 
ABCG1 tem seus efeitos modulados por idade e IMC, conferindo modificações no 
metabolismo e composição da partícula de HDL. Entretanto, estudos funcionais são 
necessários para determinar os mecanismos fisiológicos responsáveis por estes processos, 
bem como o impacto deste polimorfismo sobre o desenvolvimento de aterosclerose.  
Os transportadores ABCG5 e ABCG8 são responsáveis pelo efluxo de fitoesteróis 
para o lúmen intestinal, enquanto que nas membranas canaliculares dos hepatócitos 
facilitam o efluxo de colesterol e fitoesteróis para a bile (335). Nos últimos anos, estudos 
GWAS identificaram múltiplos loci envolvidos com as concentrações plasmáticas de 
lípides (294); entre estes estudos, Aulchenko e colaboradores mostraram importantes 
associações entre ABCG5, lípides plasmáticos e risco cardiovascular (336), enquanto 
Kathiresan e colaboradores identificaram a contribuição de ABCG8 para as dislipidemias 
poligênicas (337).  
O polimorfismo rs6720173 do ABCG5, caracterizado pela troca de guanina (G) 
por citosina (C) (c.1810G>C; p.Q604E), promoveu apenas no gênero masculino a um 
aumento significante nas concentrações de colesterol total, LDL-C e apo B. Estudos prévios 
determinaram a associação entre este polimorfismo e as concentrações plasmáticas de 
colesterol. Weggemans e colaboradores (338) mostraram em uma população de origem 
europeia que as concentrações plasmáticas basais de colesterol eram maiores nos 
indivíduos homozigotos para o alelo polimórfico; adicionalmente, a resposta à ingestão de 
colesterol da dieta foi maior neste grupo em comparação aos homozigotos selvagens. Além 
disso, em estudo conduzido em 1227 crianças saudáveis de origem europeia, com idade 
entre seis e oito anos, nenhuma diferença significante foi observada entre os genótipos para 
o polimorfismo rs6720173 em ABCG5. Entretanto, colesterol total, LDL-C e apo B foram 
significativamente maiores no grupo de crianças com a presença do alelo polimórfico e 
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menor ingestão de ácidos graxos saturados (339). Estes achados levam a perspectiva de que 
possa existir uma interação gene-ambiente, capaz de explicar estas variações individuais 
nos lípides plasmáticos em resposta a alterações na ingestão de colesterol e/ou ácidos 
graxos.  
A relação entre os gêneros, lípides plasmáticos e o polimorfismo rs6720173 
também foi explorada por Hubacek e colaboradores (268), e nenhuma diferença 
significante foi observada na população total ou nos gêneros; em contraposição, nossa 
população apresentou um aumento significante de lipoproteínas aterogênicas apenas no 
gênero masculino. Este conjunto de evidências em relação ao papel do polimorfismo 
rs6720173 do ABCG5 sobre lípides plasmáticos, e a inconsistência entre os achados nas 
diferentes populações pode ser explicada em parte pela variação tanto de gêneros quanto de 
etnia; além disso, a ingestão de colesterol e ácidos graxos deve ser considerada como um 
parâmetro de ajuste na avaliação entre os genótipos. De fato, apesar de não ter sido avaliada 
neste estudo, a ingestão de ácidos graxos pode ter sido determinante para os resultados 
encontrados e estes podem ter sido responsáveis pelo acúmulo de lipoproteínas ricas em 
triglicérides (precursores de LDL) de uma forma gênero-específica.  
O polimorfismo rs6544718 (p.A632V) presente no éxon 13 do ABCG8 é 
caracterizado pela troca de guanina (G) por adenina (A) e também foi estudado em nossa 
população. Entretanto, não foram observadas diferenças significantes entre os grupos de 
alelos na população total; além disso, as análises gênero-específicas revelaram uma redução 
de marcadores de adiposidade (circunferência de cintura e razão cintura/altura) apenas no 
gênero feminino, fato até então não relatado na literatura. Apesar da ausência de associação 
entre o alelo polimórfico e as concentrações de lípides e lipoproteínas plasmáticas, Berge e 
colaboradores (267) observaram associações entre o polimorfismo e o aumento de 
concentrações plasmáticas de colesterol, enquanto Jakulj e colaboradores (340) 
apresentaram em uma meta-análise envolvendo 3364 indivíduos de 16 estudos a correlação 
entre o polimorfismo rs6544718 e a redução das concentrações de LDL-C, mas este achado 
foi considerado clinicamente irrelevante.  
O receptor SR-BI é outro importante componente do metabolismo corpóreo de 
colesterol, principalmente devido ao seu papel na captação seletiva de colesterol 
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esterificado das partículas de HDL (341). Adicionalmente, este receptor promove o fluxo 
bidirecional de lípides entre as membranas celulares e lipoproteínas, inclusive para a HDL 
(342). 
O polimorfismo rs5888 presente no éxon 8 do SCARB1 é caracterizado pela 
substituição de citosina (C) por timina (T) (p.A350A; c.1050C>T) e tem sido amplamente 
estudado e associado às concentrações de LDL-C e HDL-C.  No presente estudo, nenhuma 
associação entre o alelo polimórfico e lípides plasmáticos foi observada, assim como em 
outros estudos conduzidos na população brasileira (299, 343). É importante ressaltar que 
dentre estes estudos Cerda e colaboradores (299) mostraram que o polimorfismo não 
modificou as concentrações de lípides tanto em indivíduos normolipidêmicos quanto em 
hipercolesterolêmicos; entretanto, após tratamento com atorvastatina, os 
hipercolesterolêmicos apresentaram uma menor resposta de LDL-C e apo B ao fármaco no 
grupo homozigoto para o alelo selvagem.  
Adicionalmente, em nosso estudo a presença do alelo polimórfico T tanto no 
gênero feminino quanto na população total foi associada a menor circunferência de cintura, 
razão cintura/altura e índice de adiposidade corporal. Por outro lado, no gênero masculino, 
foi observada apenas a redução das concentrações de Lp(a).  
O tecido adiposo tem função central no metabolismo por meio do armazenamento 
de energia na forma de triglicérides. Além disso, representa o maior pool de colesterol do 
organismo, ou seja, aproximadamente 25% do colesterol corporal em humanos. Os 
adipócitos acumulam colesterol de forma proporcional à quantidade de triglicérides 
armazenados, e como a síntese ‘de novo’ nestas células é muito pequena, o colesterol deve 
ser adquirido via fontes exógenas (344). 
Estudos evidenciaram que a expressão do SR-BI em adipócitos representa uma 
importante fonte de colesterol via afinidade com a partícula de HDL (345). Além disso, no 
tecido adiposo, o SR-BI tem sua translocação aumentada na presença de insulina e 
angiotensina, tanto in vivo quanto in vitro; este aumento de translocação do SR-BI neste 
tecido aumenta o influxo e armazenamento de colesterol, reduzindo, portanto, as 
concentrações de HDL-C (344). Adicionalmente, os adipócitos sustentam o efluxo de 
colesterol para a HDL, via ABCA1 e SR-BI e desta forma, distúrbios inflamatórios nestas 
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células podem promover a diminuição da lipidação da HDL, contribuindo também para a 
redução das suas concentrações no plasma (346). 
Embasado em evidências de que o polimorfismo rs5888 aumenta as concentrações 
de HDL-C em mulheres (292, 301), Constantineau e colaboradores (347) avaliaram se esta 
variante sinônima interfere na expressão e função da proteína, e observaram que a presença 
do alelo T é associada à redução da expressão de SCARB1 e da sua função in vitro, 
possivelmente como consequência de modificações na estrutura secundária do RNAm. 
Desta forma, apesar da ausência de modificações nas concentrações de HDL-C no plasma é 
possível especular que a redução do índice de adiposidade corporal, somado à diminuição 
da razão cintura/altura, pode ser reflexo da diminuição da expressão de SCARB1 e/ou da 
sua função, diminuindo a captação de colesterol e seu acúmulo no tecido adiposo.  
É necessário considerar também que nossos resultados foram acentuados no 
gênero feminino, e que o estrógeno é um importante regulador de SCARB1, influenciando 
sua expressão (348). Em modelos animais o tratamento com altas doses de estrogênio 
suprime a expressão de SCARB1 em hepatócitos (349); de forma similar, em cultura de 
hepatócitos humanos o tratamento com estradiol promove uma regulação negativa de 
SCARB1 (288). Neste sentido, Richard e colaboradores determinaram as associações entre 
polimorfismos de SCARB1, inclusive o rs5888, e as concentrações de HDL-C em uma 
população de 689 mulheres pós-menopausa. Apesar das concentrações de HDL-C não 
diferirem entre os genótipos, uma interação significante foi observada entre o uso de 
estrógenos e o rs5888, repercutindo sobre as concentrações de HDL-C (292).  
Em 2013 Yang e colaboradores determinaram que o SR-BI também é um ligante 
para a Lp(a), promovendo a captação seletiva do colesterol esterificado presente nesta 
lipoproteína proaterogênica (350). Neste sentido, a redução das concentrações de 
lipoproteína (a) (Lp(a)) associadas a presença do alelo T no gênero masculino pode ser 
explicada por um possível aumento do catabolismo desta lipoproteína pelo SR-BI, 
indicando que o polimorfismo poderia ter uma papel na regulação da captação do colesterol 
esterificado da Lp(a) via SR-BI.  
Em adição às análises individuais dos polimorfismos, determinamos a interação 
entre eles e os possíveis efeitos sobre três modelos específicos: marcadores de adiposidade, 
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lípides/lipoproteínas e componentes relacionados ao metabolismo da HDL. Desta forma, a 
análise de variância multivariada (MANOVA) revelou que a interação entre os cinco 
polimorfismos produzia modificações em componentes do metabolismo da HDL, e que 
estas modificações foram intermediadas pela contribuição do polimorfismo em ABCG1, 
rs1893590 (alelo C) sobre a atividade da CETP e PON1. Estes achados reforçam a hipótese 
do possível papel modulador sobre o metabolismo da HDL do polimorfismo em rs1893590 
em ABCG1. 
Em paralelo ao anteriormente exposto, neste estudo também foram determinadas 
as expressões dos miRNAs hsa-miR-33a e hsa-miR-128a em células mononucleares de 
sangue periférico de um subgrupo da população (composta por indivíduos 
hiperalfalipoproteinêmicos, hipoalfalipoproteinêmicos e controles), e avaliadas as 
associações entre estes dois miRNAs com HDL-C, componentes do metabolismo da 
partícula de HDL, aterosclerose subclínica e a expressão dos genes ABCA1, ABCG1 e 
SCARB1.  
Inicialmente, avaliamos as principais diferenças clínicas, metabólicas e 
antropométricas entre os grupos classificados de acordo com as concentrações de HDL-C, e 
observamos que os indivíduos hipo (hipoalfalipoproteinêmicos, HDL-C≤39mg/dL) 
apresentaram um aumento significante de produto de acúmulo de lípides, triglicérides, 
VLDL-C, insulina e HOMA (do inglês homeostatic model assessment) em comparação aos 
indivíduos hiper (hiperalfalipoproteinêmicos, HDL-C≥68mg/dL). Além disso, nenhuma 
diferença foi observada entre os três grupos em relação às médias da espessura das artérias 
carótidas, presença de placas ateroscleróticas ou proteína C reativa. Adicionalmente, os 
voluntários hiper apresentaram maior PLTP massa, tamanho e volume das partículas de 
HDL em relação ao grupo hipo.  
Já está estabelecido na literatura que o fenótipo caracterizado pelas baixas 
concentrações plasmáticas de HDL-C é associado a doenças metabólicas e aumento de 
risco cardiovascular, bem como à inflamação e ao estresse oxidativo (351). Além disso, foi 
sugerido que a hipoalfalipoproteinemia pode ter um papel causal no desenvolvimento de 
resistência insulínica; de fato, epidemiologicamente, as concentrações baixas de HDL-C 
podem preceder o desenvolvimento do diabetes mellitus (352-353). De modo geral, as 
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dislipidemias presentes em estados de resistência insulínica estão associadas ao aumento da 
produção hepática de VLDL (354-356), levando a modificações na composição da HDL 
por meio das atividades da CETP e lipase hepática. Como resultado, as partículas pequenas 
e densas de HDL são rapidamente catabolizadas e as concentrações de HDL-C diminuem 
(357). Desta forma, o grupo hipo estudado, apesar de assintomático, apresenta 
características metabólicas bastante similares às da resistência insulínica.  
Em outro estudo conduzido pelo nosso grupo em indivíduos de baixo risco 
observamos que as variações plasmáticas de HDL-C estão relacionadas a vários diferentes 
parâmetros que controlam o metabolismo lipoproteico, além de amplamente relacionadas 
ao grau de sensibilidade à insulina (358). Desta forma, reforçamos que o fenótipo de baixas 
concentrações de HDL-C pode ser frequentemente encontrados em associação à 
hiperinsulinemia, sem hipertrigliceridemia ou variações nas lipoproteínas plasmáticas (357, 
359). 
Curiosamente, dentre os componentes do metabolismo da HDL avaliados a CETP, 
lipase hepática e lipoproteína lipase não foram diferentes entre os grupos; apenas a PLTP 
massa foi 26% menor no grupo hipo. Em 2002, Oka e colaboradores (360) mostraram que a 
atividade da PLTP é similar entre indivíduos com baixa HDL-C e controles, mas a 
concentração da proteína é significativamente menor, provavelmente devido à ausência de 
PLTP inativa no plasma. De fato, as reduções de HDL-C e/ou aumento de triglicérides 
alteram a distribuição das formas ativas e inativas de PLTP (361-362). Além disso, Yatsura 
e colaboradores concluíram em um estudo prospectivo que a massa de PLTP é 
inversamente associada ao risco de DAC, independentemente das concentrações de HDL-
C, triglicérides ou outros fatores de risco (363).  
Em adição aos achados anteriores, a expressão de ABCA1 foi significativamente 
menor nos indivíduos hipo quando comparados aos hiper. O gene ABCA1 é regulado por 
diversos de mecanismos transcricionais e pós transcricionais, e muitas destas vias tem sido 
alvo de crescente atenção dado ao seu possível potencial terapêutico, conforme revisado 
por Lv e colaboradores (364). Com base nas características do grupo hipo estudado é 
possível especular que o RNAm de ABCA1 foi regulado negativamente pela interação de 
vários fatores metabólicos. 
 111 
 
Adicionalmente, o grupo hiper apresentou, em relação ao grupo controle, 
expressão significativamente maior de ABCA1 e ABCG1; somado a isso, a expressão do 
hsa-miR-33a foi 72% menor neste grupo. Vários algoritmos identificaram sítios de ligação 
para os miR-33 na região 3’-UTR de vários genes envolvidos no transporte de colesterol, 
incluindo ABCA1 e ABCG1, sugerindo, portanto, um papel regulatório destas moléculas 
sobre a homeostase de colesterol (365-367).  
O silenciamento do miR-33 em camundongos promove aumento da expressão 
hepática de ABCA1 e das concentrações de HDL-C em cerca de 35%; outros achados em 
camundongos demonstraram que o antagonismo ao miR-33 é responsável pela melhora do 
transporte reverso de colesterol (310-312). Além disso, a terapia com anti-miR-33 em 
primatas resulta em aumento nas concentrações plasmáticas de HDL-C (314, 368). 
Neste sentido, a redução da expressão de hsa-miR-33a no grupo hiper, somado ao 
aumento da expressão em ABCA1 e ABCG1 possivelmente indica que este miRNA 
apresenta um papel regulatório em indivíduos assintomáticos, provavelmente contribuindo 
para o aumento de efluxo e do transporte reverso de colesterol. Por outro lado, não 
observamos quaisquer associações deste miRNA com inflamação sistêmica, aterosclerose 
subclínica ou presença de placas carotídeas; na literatura, a relação entre o miR-33 e o 
início e progressão da aterosclerose é limitada a modelos animais e os resultados ainda são 
conflitantes (369-370). 
Além do exposto, Adlakha e colaboradores (315) determinaram, pela primeira vez, 
o papel do miR-128a na modulação de genes envolvidos na homeostase celular de 
colesterol. Em cultura de células o miR-128a promoveu um aumento na expressão de 
SREBP2 em contraposição a redução de SREBP1; além disso, a expressão de ABCA1, 
ABCG1 e RXRɑ foi inibida, frente a presença do sítio de ligação na região 3’-UTR destes 
genes para este miRNA. Apesar destes achados in vitro e in vivo, na nossa população 
assintomática não observamos resultados significantes em relação a diferenças na expressão 









5. Conclusão geral 
 
No capítulo 1, a investigação da relação individual entre os polimorfismos 
rs2275543 (ABCA1), rs1893590 (ABCG1), rs6720173 (ABCG5), rs6544718 (ABCG8) e 
rs5888 (SCARB1) com gênero, idade e índice de massa corpórea e suas interações sobre as 
variáveis clínicas e bioquímicas revelou que apenas o polimorfismo rs1893590 em ABCG1 
interage com a idade e o índice de massa corpórea, modula as concentrações plasmáticas de 
HDL-C, bem como o tamanho e volume da partícula de HDL. Esses achados sugerem que 
este polimorfismo pode modificar o metabolismo e a composição da partícula de HDL, 
todavia, estudos adicionais são necessários para determinar os mecanismos envolvidos 
nestes processos e o impacto desta variante sobre o desenvolvimento da aterosclerose em 
indivíduos normolipidêmicos.  
Já no capítulo 2, a determinação das repercussões do polimorfismo rs2275543 de 
ABCA1 revelou que o alelo polimórfico tem efeitos diferentes, porém benéficos para ambos 
os gêneros. Adicionalmente, o polimorfismo rs6720173 em ABCG5 determinou um 
fenótipo lipoproteico pró-aterogênico apenas no gênero masculino. Por outro lado, as 
variantes rs5888 em SCARB1 e rs6544718 em ABCG8 repercutiram sobre marcadores de 
adiposidade no gênero feminino. Ainda, o polimorfismo rs1893590 de ABCG1 contribui 
para modificações em componentes do metabolismo da HDL, indicando um potencial papel 
funcional a ser explorado. Em conclusão, a análise destes cinco polimorfismos na 
população normolipidêmica e assintomática fornece novas evidências de que estes atuam 
em diferentes vias do metabolismo lipídico e lipoproteico, e tem na maioria dos casos 
comportamento gênero-específico; porém, estes dados devem ser cuidadosamente 
interpretados frente ao grupo étnico estudado, tamanho da amostra, tipo de dieta, gênero e 
interações gene-ambiente. 
Adicionalmente, como mostrado no capítulo 3, a avaliação da expressão de 
ABCA1, ABCG1, SCARB1 e dos miRNAs hsa-miR-33a e hsa-miR-128a revelou que os 
indivíduos assintomáticos com altas concentrações de HDL-C apresentam um aumento 
significante da expressão de ABCA1 e ABCG1 em relação aos controles. Além disso, este 
grupo apresentou uma redução acentuada na expressão do hsa-miR-33a, o que em conjunto 
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com os demais resultados indica o potencial papel regulatório deste miRNA em indivíduos 
assintomáticos, possivelmente contribuindo para o aumento do efluxo e do transporte 
reverso de colesterol nestes indivíduos. Entretanto, outros estudos são necessários para 
determinar os mecanismos subjacentes a este possível papel regulatório em humanos e as 
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ANEXO 2. Materiais e Métodos 
 
Seleção de voluntários 
 
Os voluntários do presente trabalho são provenientes do Projeto Temático 
FAPESP n° 2006/60585-9, intitulado “Relação da concentração de HDL-colesterol com o 
metabolismo de colesterol em monócitos e no plasma humano”. Os protocolos de seleção e 
recrutamento de voluntários, tanto do Projeto Temático quanto da tese em questão, foram 
realizados entre os anos de 2008 e 2012, conforme aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas/Unicamp (parecer de aprovação 038/2011 – 
anexo 1). 
Resumidamente, o processo de seleção contou com um convênio com as 
Secretarias de Saúde de Campinas e de Americana (São Paulo, Brasil), onde foram obtidos 
os resultados de perfil lipídico (colesterol total, LDL-C, HDL-C e triglicérides) de um total 
de 598.288 indivíduos atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no período 
supracitado. A partir destes resultados, foram incluídos os voluntários com idade entre 20 e 
75 anos, de ambos os gêneros, cuja concentração plasmática de LDL-C e triglicérides eram 
inferiores ou iguais a 130mg/dL e 150mg/dL, respectivamente. Além disso, foram incluídos 
apenas os indivíduos com concentração de HDL-C superior ou igual a 68mg/dL 
(hiperalfalipoproteinêmicos) e inferior ou igual a 39mg/dL (hipoalfalipoproteinêmicos), 
valores correspondentes aos percentis 90 e 10 de uma população de 1700 indivíduos 
saudáveis e assintomáticos previamente avaliados (dados não publicados). 
Após a seleção inicial, 13.341 indivíduos foram contatados por telefone para 
responder a um questionário padronizado, onde foi verificado o peso e a altura, o uso de 
medicamentos, doenças, tabagismo, etilismo e frequência de atividade física. Após esta 
etapa, foram incluídos 1.536 voluntários que relataram índice de massa corpórea (IMC) 
inferior ou igual à 25kg/m
2
, sem histórico de tabagismo, etilismo, doenças pré-existentes e 
uso de medicamentos que interferem no metabolismo lipídico, tais como estatinas, fibratos, 
ácido nicotínico, contraceptivos, terapia de reposição hormonal, anti-hipertensivos e anti-
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convulsionantes. Estes voluntários foram então convidados a participar da pesquisa por 
meio de uma visita ao Hospital de Clínicas da Unicamp para coleta de sangue em jejum de 
12 horas, seguida de exame clínico e avaliação antropométrica, a fim de confirmar e 
complementar os dados pré-existentes. Todos os procedimentos de recrutamento, seleção e 
atendimento foram detalhadamente apresentados por Parra e colaboradores (1). 
Na avaliação clínica e antropométrica foram determinados o peso corporal, altura, 
circunferência de cintura, quadril e pressão arterial sistólica e diastólica, aferida 
indiretamente através da artéria braquial mantendo iguais procedimentos de posição e 
tempo determinados.  
Além disso, foram calculados e determinados como marcadores de adiposidade o 
IMC, a razão entre a circunferência de cintura e quadril e a razão entre a circunferência de 
cintura e altura. Ainda, foi calculado o produto de acúmulo de lípides por meio da fórmula 
[(circunferência de cintura)-65 x triglicérides] para homens e [(circunferência de cintura)-
58 x triglicérides] para mulheres (2). O percentual de gordura corpórea foi estimado através 
do cálculo do índice de adiposidade corporal em ambos os gêneros por meio da fórmula 
[(circunferência de cintura)/(altura)
1.5
)-18] (3).  
O escore de risco de Framingham foi determinado a fim de estimar probabilidade 
de ocorrer infarto do miocárdio ou morte por doença coronariana no período de 10 anos nos 
indivíduos sem diagnóstico prévio de aterosclerose clínica (4). Além disso, foram 
calculados os Índices de Castelli I (colesterol total/HDL-C) e II (LDL-C/HDL-C) para 
estimar o risco cardiovascular (5).  
A partir dos 919 voluntários que efetivamente participaram da visita, foram 
selecionados para este trabalho 654 indivíduos de ambos os gêneros, com IMC variando 
entre 14,9 e 30,0 kg/m
2
, sem dislipidemias primárias ou secundárias, hepatopatias, 
nefropatias, pneumopatias, endocrinopatias, diabete mellitus ou intolerância glicídica 
(prévios ou evidenciados por exames laboratoriais realizados após a coleta de sangue) 







Sangue venoso periférico foi coletado após jejum de 12 horas para a separação de 
soro e plasma EDTA por centrifugação (4°C, 1000 g, 10 minutos). Parte do soro foi 
analisada imediatamente na Seção de Bioquímica Clínica e Fisiologia Clínica do Hospital 
de Clínicas/Unicamp e parte do soro e do plasma EDTA foi armazenada à         -80°C até as 
análises.  
As concentrações de colesterol total, HDL-C, triglicérides, ácido úrico, uréia, 
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama-glutamiltransferase, fosfatase 
alcalina e creatinina foram determinados em sistema automatizado Modular
®
 Analytics Evo 
(Roche Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) utilizando reagentes Roche 
Diagnostics
®
 (Mannheim, Germany) comercialmente disponíveis. O hormônio estimulante 
da tireoide e a tiroxina livre foram mensurados por eletroquimioluminescência em sistema 
automatizado (Elecsys 2010/Roche, Basel, Switzerland) usando reagentes Roche 
Diagnostics
®
 (Mannheim, Germany). 
O LDL-C foi calculado pela equação de Friedwald e VLDL-C pela fórmula 
triglicérides/5 (6). Ainda, o tamanho da partícula de LDL foi estimado pelas fórmulas 
(LDL-C/apo B100) e (triglicérides/HDL-C) (7). 
As apolipoproteínas A-I, B e lipoproteína (a) (Lp(a)) foram quantificados por 
nefelometria em sistema automatizado BN II (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, 




A concentração de insulina foi determinada usando o ensaio comercial Human 
Insulin ELISA (Millipore, Billerica, MA, USA). Além disso, foi calculado através da 
Homeostasis Model Assessment (HOMA) Calculator versão 2.2.2 (University of Oxford, 
UK) a sensibilidade à insulina (HOMA-S%) e a função das células β (HOMA-β%), cujo 
cálculo é baseado nas concentrações de glicose e insulina em jejum (8). 
A proteína C reativa (PCR) foi avaliada por imunoturbidimetria utilizando o 
ensaio ultra sensível Tina-quant
®
 CRP (Roche Diagnostics
®
, Mannheim, Germany).  
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Determinação do tamanho e volume da HDL 
 
O tamanho da partícula de HDL foi mensurado após o isolamento da subfração de 
HDL por meio da precipitação das lipoproteínas que contém apo B (VLDL-C e LDL-C) 
com polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) (Sigma-Aldrich, St. Louis USA) (9).  
Resumidamente, à 200µL de plasma EDTA foram adicionados 200µL de solução 
PEG 8000/glicina (400g/L de PEG em 0,2M de glicina, pH 10). As amostras foram 
homogeneizadas por 30 segundos e centrifugadas por 10 minutos (25°C, 1800 g). Em 
seguida, 200µL do sobrenadante contendo a subfração de HDL foram transferidos e 
homogeneizados com 600µL de solução de cloreto de sódio 10mM,  mantidos em bloco 
térmico (Kacil, Recife, Brasil) à 25°C e analisados imediatamente.  
A medida do tamanho da partícula foi determinada pela técnica de espalhamento 
dinâmico da luz (10) no equipamento Nanotrac Particle Size Analyzer (Microtrac, North 
Largo, Florida, USA). As medidas foram feitas em triplicata, e cada amostra foi avaliada 
três vezes por 30 segundos. Uma nanopartícula polimérica (100nm) foi usada como padrão, 
e uma amostra de HDL isolada por PEG 8000, obtida sempre do plasma de um mesmo 
indivíduo, foi utilizada como controle em todos os ensaios. O volume das partículas de 
HDL foi determinado pelo software do equipamento Nanotrac Particle Size Analyzer 
(Microtrac, North Largo, Florida, USA) por meio da fórmula: MV = ΣVidi/ΣVi, (onde: M 
=média do volume; V = volume percentual entre os tamanhos; d = tamanho representado 
pela progressão geométrica entre dois tamanhos e i = a intensidade percentual entre os 
tamanhos).  
 
Avaliação da concentração e atividade de enzimas e proteínas relacionadas ao 
metabolismo da HDL 
 
A atividade da PON1 foi determinada por método enzimático cinético, baseado na 
hidrólise do substrato (paraoxon, diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis, MO, 
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USA) pela PON1 e formação de para-nitrofenol, cuja leitura é efetuada a 405nm em 
espectrofotômetro (11). 
A atividade da CETP foi determinada por meio de ensaio radiométrico exógeno, 
descrito previamente por Lagrost (12). Resumidamente, por esta técnica determina-se a 
transferência de colesteril éster a partir da HDL marcada radioativamente para lipoproteínas 
que contém apo B (VLDL e LDL). Assim, as partículas doadoras de colesteril éster (HDL) 
e aceptoras (VLDL+LDL) foram separadas a partir de um pool de soro normolipidêmico 
por ultracentrifugação sequencial. Em seguida, a HDL foi marcada isotopicamente com [4-
14
C]-colesteril oleato (New England Nuclear, USA) e isolada por ultracentrifugação em 
gradiente descontínuo. 
Os ensaios foram realizados em duplicata e consistiram na adição do doador 
marcado (
14
C-HDL, 40mg/dL de colesterol), do aceptor (VLDL+LDL, 200mg/dL de 
colesterol), tampão Tris pH 7.4 (NaCl 150mM, Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM) e o plasma 
do voluntário como fonte de CETP. Após a homogeneização da mistura, esta foi incubada 
(2 horas, 37°C), resfriada e precipitada com solução de sulfato de dextrana e cloreto de 
magnésio 1M (1:1). Após centrifugação (15 minutos, 4°C, 1000 g) o sobrenadante foi 
coletado e levado ao contador de cintilação líquida Beckman LS-5000 (Beckman 
Instruments, Palo Alto, CA, USA) para o posterior cálculo do % de transferência de 
colesteril éster. 
A atividade da PLTP foi determinada por meio de ensaio radiométrico exógeno 
(13). Em resumo, foram preparados lipossomas contendo fosfatidilcolina radioativamente 
marcada ([
14
C]-fosfatidilcolina, Perkin Elmer, Inc., USA), que em seguida foram incubados 
(37°C, 45 minutos) com HDL3 fria (250 g de proteína), tampão Tris-HCl pH 7.4 (NaCl 
150mM, Tris-HCl 10mM e EDTA 1mM)  e plasma dos voluntários como fonte de PLTP. 
Após a incubação, os lipossomas foram precipitados e o sobrenadante separado para a 
medida de radioatividade em contador de cintilação líquida Beckman LS-5000 (Beckman 
Instruments, Palo Alto, CA, USA). Os resultados são expressos em nmoles/mL/h. Já a 
massa da PLTP foi quantificada por método de ELISA (do inglês, enzyme-linked 
immunosorbent assay) descrito previamente por Huuskonen e colaboradores (14).  
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A atividade das enzimas lipase hepática e lipoproteína lipase foram mensuradas 
por meio de ensaio radiométrico exógeno em plasma pós-heparina (100U heparina/kg 
peso), que é baseado na liberação de ácidos graxos a partir de uma emulsão de trioleína 
marcada, conforme descrito anteriormente (15). Já a concentração de lipase endotelial foi 
determinada por ensaio de ELISA comecialmente disponível (Uscn Life Science, Inc. 
China). 
A atividade endógena da LCAT foi determinada por meio do cálculo da taxa de 
esterificação de colesterol. O ensaio consiste na incubação de filtros de papel Whatman 
contendo colesterol livre radioativamente marcado [4-
14
C-] (0.1µCi) com tampão Tris (24 
horas, 4°C). Em seguida, amostras de HDL dos voluntários foram adicionadas e os discos 
incubados à 37°C por 30 minutos. Após a inibição da atividade da LCAT em banho de 
gelo, o 
14
C-colesterol livre e o 
14
C-colesteril éster foram separados por cromatografia em 
camada fina, para posterior determinação da radioatividade em contador de cintilação 
líquida (LS6000-TA, Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA) (16). Já a atividade 
exógena da LCAT (resultados expressos em nmol/mL/h) foi determinada usando HDL 
recombinante como substrato (17). 
 
Avaliação da espessura íntimo-medial das artérias carótidas  
 
A determinação da espessura média da camada íntimo-medial das artérias 
carótidas foi realizada por um único médico radiologista do Setor de Radiologia do 
Hospital de Clínicas/Unicamp em um subgrupo de voluntários aleatoriamente selecionados.  
No procedimento, os indivíduos foram avaliados em decúbito dorsal, com a cabeça 
elevada em cerca de 20 graus e rotação de aproximadamente 45 graus, usando um sistema 
de transdutores lineares de 6-9MHz (ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System, Advanced 
Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, USA). O protocolo consistiu de várias 
medidas longitudinais de segmentos das artérias carótidas comuns, direita e esquerda, na 
parede distal e a 1cm da bifurcação, de acordo com método previamente descrito (18). Os 
resultados correspondem à média aritmética das espessuras (em milímetros) das carótidas 
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direita e esquerda. Além disso, a presença ou ausência de placas ateroscleróticas foi 
reportada. 
 
Determinação dos polimorfismos 
 
Extração do DNA genômico 
 
A extração do DNA genômico foi realizada a partir de leucócitos obtidos em 
aproximadamente 15mL de sangue periférico, coletado em tubos Vacutainer contendo 
EDTA. Foi utilizado o método de extração fenol-clorofórmio, adaptado de Gross-Bellard e 
colaboradores (19).  
Na etapa de lise de hemácias, foi adicionado volume suficiente de tampão de lise 
(cloreto de amônio/bicarbonato de amônio 10:1) até o volume de 50mL em tubo estéril. A 
mistura foi homogeneizada por inversão e centrifugada (25°C, 15 minutos, 400 g).  Cerca 
de 25mL do sobrenadante foi descartado e novamente foi adicionado tampão de lise até o 
volume de 50mL. Após homogeneização e nova centrifugação nas mesmas condições, o 
sobrenadante foi descartado. Ao pellet formado foi adicionado 5mL de solução TKM1 
(Tris-HCl pH 7.6 10mM, KCl 10mM, MgCl2 10mM, EDTA 20mM) e cinco gotas de 
Triton
™
 X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A mistura foi homogeneizada até a 
completa dissolução e centrifugada (25°C, 15 minutos, 400 g); em seguida, o sobrenadante 
foi descartado e o pellet ressuspenso em 1mL de TKM1 e novamente centrifugado (25°C, 5 
minutos, 400 g), para obtenção de um pellet livre de hemácias.  
Em seguida, foi adicionado a cada pellet 400µL de TKM2 (Tris-HCl pH 7.6 
10mM, KCl 10mM, NaCl 0.4M, MgCl2 10mM, EDTA 20mM) e 25µL de solução de SDS 
10%  e a solução homogeneizada delicadamente. Após incubação em banho-maria (55°C, 
30 minutos) foi acrescentado 180uL de NaCl 5M à solução, seguido de nova incubação 
(25°C, 20 minutos). Após centrifugação (25°C, 13400 g, 5 minutos), o sobrenadante 
contendo o DNA foi transferido e adicionado 450uL de solução de clorofórmio/álcool 
isoamílico (v/v, 24:1) e 450uL de fenol saturado. As amostras foram homogeneizadas em 
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vórtex e centrifugadas (25°C, 13400 g, 5 minutos). O sobrenadante contendo DNA foi 
cuidadosamente removido e a etapa de purificação repetida por meio da adição de 1mL de 
solução de clorofórmio/álcool isoamílico (v/v, 24:1). Posterior a nova homogeneização e 
centrifugação (25°C, 13400 g, 5 minutos), o sobrenadante foi tranferido para a etapa de 
precipitação do DNA, que consistiu na adição de solução de acetato de sódio 3M (pH 5.2) e 
etanol absoluto gelado. Após homogenenização por inversão e centrifugação (25°C, 13400 
g, 5 minutos), o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet de DNA foi lavado 
com etanol 70% gelado para remoção do excesso de sal. O pellet de DNA foi mantido em 
capela até a evaporação do etanol antes de ser eluído em tampão TE 1x (Tris-HCl 10mM 
pH 8.0, EDTA 1mM) e armazenado à -20°C.  
A integridade das amostras de DNA foi determinada por meio de eletroforese em 
gel de agarose (20), enquanto a pureza foi obtida após verificação da razão das 
absorbâncias à 260 e 280nm no equipamento NanoVue
™
 Plus Spectrophotometer (GE 
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Foram utilizadas para análise dos polimorfismos as 
amostras com razão das absorbâncias entre 1.7 e 2.0.  
A concentração das amostras foi avaliada no fluorômetro Qubit
®
 2.0 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o reagente específico Qubit
®
 dsDNA HS 
Assay Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Este ensaio consiste na utilização 
de fluoróforos seletivos que não detectam contaminantes como outras moléculas ou 
nucleotídeos livres. Para o uso na plataforma OpenArray
® 
(Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA), as amostras devem ter concentração igual à 50ng/µL, portanto as amostras 
com concentração superior foram diluídas para um volume final de 20µL com tampão TE 
1x.  
 






 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) é uma tecnologia de alto rendimento, baseado em PCR em tempo real, aplicável para 
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determinação de polimorfismos de nuceotídeo único, mutações, deleções e expressão 
gênica utilizando slides ou lâminas de layout variável.  
Neste estudo, o layout escolhido foi de 16 SNPs em cada lâmina, possibilitando a 
análise simultânea de 16 polimorfismos e 142 amostras de DNA. Após a solicitação para a 







e os primers de cada SNP especificado.  
Para a realização do ensaio, foram adicionados manualmente em placa de 384 




 Master Mix (contendo a enzima AmpliTaq Gold® 
DNA Polymerase UP e os dNTPs) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 1,5µL de 
DNA. Imediatamente após a pipetagem a placa foi selada para evitar a evaporação e a 
mistura homogeneizada (100 g, 1 minuto).  
A pipetagem das amostras e Master Mix nas lâminas foi feita de forma 




 System (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). Nesta etapa, após a verificação da limpeza interna do equipamento, 
as ponteiras específicas foram posicionadas, assim como a placa de 384 poços contendo o 
DNA e a lâmina de OpenArray
®
. No software do equipamento foram coordenadas as 
especificações do experimento e o carregamento da lâmina.  
Imediatamente após esta etapa, a lâmina foi inserida em uma case de vidro 
contendo fuido de imersão suficiente para cobrir toda sua superfície; em seguida, goma 
fotossensível foi cuidadosamente inserida no espaço entre a lâmina e a extremidade da 
case, e levada à estação de selagem, onde a exposição à luz ultravioleta por 
aproximadamente dois minutos promoveu a solidificação da goma. Para a etapa de 
termociclagem, a case de vidro selada foi posicionada no equipamento Dual Flat Block 
GeneAmp
®
 PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e foram 
realizados 50 ciclos à 95°C por 45 segundos (desnaturação do DNA), 94°C por 13 
segundos (anelamento dos primers e sondas) e 53°C por dois minutos (extensão das fitas e 
hidrólise das sondas), totalizando aproximadamente quatro horas. 
Os resultados da genotipagem foram obtidos por meio do equipamento 
OpenArray
® 
NT Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Na prática, a lâmina 





Genotyping Analysis (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Durante a leitura, que 
dura aproximadamente 15 minutos, o equipamento coleta os dados brutos após a 
amplificação por PCR em três fases: a fase de excitação, que consiste na iluminação dos 
spots da placa de genotipagem, promovendo a excitação dos fluoróforos em cada reação. Já 
na fase de emissão, o instrumento capta a fluorescência residual emitida pela placa e na fase 
de armazenamento o equipamento reúne uma representação digital da fluorescência 
residual coletada em um intervalo de tempo fixo, e então armazena as imagens de 
fluorescência brutas para análises. Os arquivos das leituras das lâminas obtidos foram 
exportados para o TaqMan
®
 Genotyper Software v1.0.1 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA) para a análise e interpretação dos resultados da genotipagem.  
 
Avaliação da expressão gênica de ABCA1, ABCG1 e SCARB1 
 
Extração de RNA 
 
As células mononucleares foram separadas a partir de aproximadamente 15mL de 
sangue venoso periférico colhido em tubos Vacutainer contendo EDTA. Em um tubo 
estéril, o sangue foi homogeneizado com DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Em outro tubo estéril, foi adicionado 3mL de 
Histopaque
®
 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e cuidadosamente o sangue diluído em 
DBPS, formando duas fases. Após a centrifugação por 20 minutos à 200 g foram 
observadas quatro fases, da superior para a inferior: o plasma, o anel de linfomonócitos, o 
Histopaque
®
 e os eritrócitos. Sem agitar a solução, o plasma foi descartado e a camada de 
linfomonócitos trasferida para um novo tubo estéril, onde foi acrescentado tampão PBS pH 
7.4 (1:1). Posterior à centrifugação (10 minutos, 100 g) o sobrenadante foi descartado e o 
precipitado de células mononucleares lavado novamente com tampão PBS pH 7.4.  
Após esta etapa, a extração do RNA total das células foi realizada com o reagente 
TRIzol
®
 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)  conforme protocolo fornecido pelo 
fabricante. Resumidamente, ao pellet de células foi adicionado 500µL de TRIzol
®
 e 100µL 
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de clorofórmio, seguido de homogeneização e incubação (três minutos, temperatura 
ambiente). A solução foi centrifugada (12000 g, 15 minutos, 4°C) e a fase aquosa 
transferida para outro tubo estéril, onde foi acrescentado 250μL de álcool isopropílico, 
seguido de incubação à temperatura ambiente por 10 minutos. Após centrifugação (12000 
g, 15 minutos, 4°C), o sobrenadante foi descartado e o RNA lavado com 500μL de etanol 
75%, seguido de nova centrifugação (7500 g, três minutos, 4°C). Em seguida, o RNA foi 
seco em temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos, e homogeneizado com 
20μL de água RNase-free e armazenado à -80°C até sua utilização.  
A pureza das amostras de RNA foi determinada por meio da avaliação das razões 
das absorbâncias 260/280 e 230/260nm no equipamento Epoch Micro-Volume 
Spectrophotometer System (Biotek Intruments Inc, USA). Ainda, a integridade foi 
determinada por eletroforese em gel de agarose e a concentração das amostras foi avaliada 
no fluorômetro Qubit
®
 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando o 
reagente específico Qubit
®
 RNA BR Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  
 
Síntese de cDNA 
 
A primeira etapa das análises de expressão gênica consiste na síntese de DNA 
complementar (cDNA) a partir do RNA obtido. Foi utilizado o ensaio High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O protocolo 
consiste na adição de um micrograma de RNA total com 250ng de primers randômicos, 
2μL de Tampão, 1μL de dNTP mix (10 mM),  3,5U da enzima (MultiScribe® Reverse 
Transcriptase) e água para um volume de 14μL, seguido de amplificação à 25°C por 10 
minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 15 minutos. O cDNA resultante foi armazenado 






PCR em tempo real 
 
As reações de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 
utilizando o sistema TaqMan
™
 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foram 





, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para os genes 
de interesse (ABCA1, Hs01059118_m1; ABCG1, Hs00245154_m1 e SCARB1, 
Hs00969821_m1).  
Antes do início dos experimentos de quantificação relativa foi realizada a 
validação do sistema gene de interesse/controle endógeno. Os genes escolhidos como 
controles endógenos para normalizar a expressão dos genes de interesse nas diferentes 
amostras foram o GAPDH (do inglês, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; 
Hs02758991_g1), PGK1 (do inglês, phosphoglycerate kinase 1, Hs00943178_g1) e HPRT1 
(do inglês, hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 1, Hs02800695_m1).  
A validação consistiu na amplificação em triplicata, tanto dos genes-alvo quanto 
dos controles endógenos, para o cDNA de uma amostra controle (escolhida aleatoriamente) 
em sete concentrações diferentes (diluições seriadas de cinco vezes). A partir destes dados, 
foi construída uma curva padrão a partir do logaritmo da concentração das amostras pelo Ct 
(do inglês, Threshold Cycle), e obtidos os valores de inclinação da curva e da 
confiabilidade das réplicas. Assim, a eficiência do sistema foi calculada por meio da 
fórmula E=10(-1/slope)-1, sendo aceitas as eficiências com variação entre 90 e 110%. 
Além disso, as curvas também permitiram determinar a concentração ideal de cDNA a ser 
usada em cada ensaio. 
Desta forma, para a quantificação relativa dos genes selecionados, em placa de 96 
wells foram adicionados em triplicata: 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1,625μL de água, 0,625μL de solução de 
iniciadores e sonda e 4μL de cDNA. Para os controles negativos, foi adicionado 4μL de 
água, totalizando 12,5μL de volume final de reação. Todas as placas continham os genes 
alvo e os controles endógenos validados.  
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As condições de ciclagem para a amplificação foram de 50°C por dois minutos, 
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. A 
quantificação relativa foi calculada usando a fórmula 2
-ΔΔCt
 no software Expression Suite 
1.0.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  
 
Análises de expressão de miRNAs 
 
Para a avaliação da expressão dos miRNAs hsa-miR-33a (MIMAT0004506, 2135) 
e hsa-miR-128a (MIMAT0000424, 2216), foi necessária a realização da transcrição reversa 
a partir do RNA previamente extraído com o ensaio High Capacity cDNA Archive Kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para cada um dos miRNAs.  
As reações foram realizadas para o volume final de 15μL contendo: 10ng da 
amostra de RNA total, 1X Reverse Transcription Buffer, 0,15μL de dNTPs 100mM, 0,19μL 
de RNase Inhibitor (20 U/ml), 1μL da enzima (MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 
U/ml) e 3μL de iniciador específico para cada miRNA. A reação foi feita com os seguintes 
parâmetros: 16°C por 30 minutos, 42ºC por 30 minutos e 5 minutos a 85°C. 
Para a quantificação relativa dos miRNAs, em placa de 96 wells foram adicionados 
em triplicata 6,0μL de TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA), 0,625μL de solução de iniciadores e sonda, 1,625μL de água e 4μL de 
cDNA. As condições de ciclagem para a amplificação foram: 50°C por dois minutos, 95°C 
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto no 
equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). A quantificação relativa foi calculada a partir da fórmula 2
-ΔΔCt
 no 
software Expression Suite 1.0.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foi 








As análises estatísticas foram realizadas com os softwares SPSS 16.0 (SPSS Inc., 
USA) e SAS 9.2 (SAS Institute Inc. USA) com apoio do setor de Bioestatística da 
Faculdade de Ciências Médicas – UNICAMP. 
No manuscrito 1 (n=654) as comparações entre os grupos foi realizada por Mann-
Whitney U (variáveis numéricas) ou qui-quadrado (variáveis categóricas). Quando 
necessário, as análises foram ajustadas para o gênero, idade e IMC por ANCOVA. Além 
disso, o equilíbrio de Hardy-Weinberg foi determinado por qui-quadrado.  
A avaliação da interação de cada um dos polimorfismos, gênero, idade e IMC e 
consequente influência sobre as variáveis estudadas (pressão arterial sistólica, pressão 
arterial diastólica, pressão de pulso, colesterol total, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, não HDL-
C, triglicérides, tamanho e volume da partícula de HDL, tamanho estimado de LDL e 
índices de Castelli I e II) foi determinada pela análise de variância com dois fatores (two-
step ANOVA). Nesta análise, devido à ausência de distribuição normal foi aplicada a 
transformação por postos (ranks) nas variáveis respostas.  
Para o manuscrito 2, selecionamos apenas os voluntários com IMC≤25kg/m2 
(n=590) e as comparações entre os grupos de alelos na população total e nos gêneros foi 
realizada por Mann-Whitney U (variáveis numéricas) ou qui-quadrado (variáveis 
categóricas). O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi novamente determinado neste subgrupo 
por qui-quadrado.  
Neste trabalho também foi determinado por meio da análise de variância 
multivariada (MANOVA) se os polimorfismos influenciam, em conjunto, os parâmetros 
estudados. Para tanto, estes foram divididos em três modelos: i) marcadores de adiposidade 
(circunferência de cintura e quadril), ii) lípides e lipoproteínas (colesterol total, HDL-C, 
triglicérides, LDL-C e VLDL-C) e iii) proteínas e enzimas relacionadas ao metabolismo da 
HDL (tamanho da partícula de HDL, atividade da CETP, PLTP e PON1). 
Para o manuscrito 3, a partir do subgrupo de 590 indivíduos foram aleatoriamente 
selecionados 17 indivíduos de cada grupo classificado segundo HDL-C. A distribuição das 
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variáveis foi determinada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e as comparações entre os 
grupos de HDL-C foram realizadas usando Kruskal-Wallis ou ANOVA, para dados com 
distribuição não normal e normal, respectivamente seguido de Bonferroni. Quando 
necessário, as análises foram corrigidas por ANCOVA para idade, gênero e IMC.  
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ANEXO 3. Dados complementares (capítulo 1) 
 
Tabela 1. Atividade da lipoproteína lipase entre os grupos de alelos do polimorfismo 
rs1893590 (ABCG1) 
 AA (n=130) AC+CC(n=203) p 
Lipoproteína lipase (nmolesAGL/mL/h) 3980±2845 4127±3400 0,609 
N = número de indivíduos; AGL = ácidos graxos livres; dados correspondem à média ± desvio padrão; p = Mann-Whitney U. 
 
Avaliação da composição química das partículas de HDL entre os grupos de alelos do 
polimorfismo rs1893590 (ABCG1) 
 
As partículas de HDL foram isoladas por meio de ultracentrifugação por gradiente 
de densidade, e a composição química determinada com ensaios enzimáticos e 
turbidimétricos em leitor de microplacas Power Wave XS (BioTek®, Winooski, USA). Foi 
determinado o conteúdo em colesterol total (CHOD-PAP, Roche Diagnostics
®
, Mannheim, 
Germany), colesterol livre (FC; Free Cholesterol E, Wako Chemicals, Richmond, USA), 
fosfolípides (Phospholipids C, Wako Chemicals, Richmond, USA), triglicérides (TG, GPO-
PAP, Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany) e apo A-I (TINA QUANT APO A1 V2, 
Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany). O colesterol esterificado foi calculado como a 
diferença entre o colesterol total e colesterol livre vezes 1.67. Os resultados obtidos podem 




Tabela 2. Composição química das partículas de HDL entre os grupos de alelos do 
polimorfismo rs1893590 (ABCG1) 
 IMC<25kg/m
2 
e Idade<60 anos 
Parâmetros AA (n=25) AC+CC (n=56) p 
Gênero (Feminino/Masculino) 19/6 31/25 - 
Idade (anos) 41±12 41±15 - 
IMC (kg/m
2
) 22,1±1,9 21,7±2,4 0,795 
HDL-C (mg/dL) 63±26 62±27 0,666 
Composição química da HDL    
HDL-colesterol total(mg/dL) 40,47±19,19 40,45±18,08 0,571 
HDL- triglicérides (mg/dL) 8,18±3,34 8,82±4,27 0,767 
HDL-colesterol livre (mg/dL) 6,80±3,75 7,12±3,65 0,455 
HDL-colesterol esterificado (mg/dL) 56,23±27,13 55,66±25,39 0,645 
HDL-fosfolípides (mg/dL) 32,19±10,57 31,47±11,20 0,946 
HDL-apo A-I (mg/dL) 87,57±30,14 85,38±37,26 0,721 
Massa total da HDL (mg/dL) 190,96±61,34 188,45±69,32 0,956 
% triglicérides 4,66±2,31 5,04±2,72 0,920 
% colesterol livre 3,45±1,02 3,77±1,23 0,313 
% colesterol esterificado 28,36±8,05 28,93±6,87 0,871 
% fosfolípides 17,19±4,62 17,37±4,52 0,772 
% apo A-I 46,34±10,73 44,88±8,82 0,482 
IMC = índice de massa corpórea; n = número de indivíduos; HDL-C = colesterol da lipoproteína de alta densidade. Massa total da HDL 
corresponde à soma de triglicérides, colesterol livre, fosfolípides, apo A-I e colesterol esterificado determinados na partícula isolada. 




Tabela 3. Atividade endógena e exógena da LCAT entre os grupos de alelos do 
polimorfismo rs1893590 (ABCG1) 
Parâmetros AA (n=74) AC+CC (n=133) p  
LCAT exógena (nmol/mL/h) 15,10±8,27 17,69±8,19 0,025 
LCAT endógena (% CE) 2,93±1,11 3,05±1,15 0,331 
N= número de indivíduos; LCAT = lecithin cholesterol acyltransferase. Dados correspondem à média ± desvio padrão; p = Mann-
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